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Un trés grand nombre de renseignements précis et utiles a été 
obtenu par lVutilisation des réactions antigéne (Ag)-anticorps (Ac) 
dans diverses études sur des protéines. Les rapports présentes 
a ce Colloque illustrent d’une maniére détaillée quelques-unes des 
applications récentes de telles études. 

Dans cet exposé, nous n’envisagerons que deux des aspects 
généraux de la réaction protéine-antiprotéine : l’intervention des 
structures de ces molécules et les conséquences de leur union. 

Landsteiner a démontré que la spécificité des réactions Ag-Ac 
est due a la configuration spatiale de groupements chimiques et 
& une adaptation complémentaire des structures des Ac a celle 
des Ag. De nombreuses recherches ont été effectuées pour essayer 
de préciser les groupements en cause dans les antigénes naturels, 
leurs dimensions et les forces qui interviennent dans la formation 
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des complexes Ag-Ac. Actuellement, en plus du terme classique 
de « groupement déterminant » de la spécificité antigénique, on 
utilise le terme anglais « antigenic site » (site ou emplacement 
antigénique) pour désigner la partie de Ja molécule qui intervient 
dans une réaction spécifique. Nous employons aussi ]’expression 
de « motif antigénique » d’une molécule lorsque nous parlons de 
ensemble de ses groupements spécifiques qui peuvent ne pas 
étre situés au méme endroit de la molécule. 

Les travaux sur les Ag artificiels ont montré que l’on peut 
obtenir des Ac spécifiques pour pratiquement n’importe quelle 
configuration chimique. Tous les « restes » d’acides aminés qui 
émergent des chaines peptidiques ainsi que les groupements pepti- 
diques eux-mémes peuvent done étre des « groupements déter- 
minants ». Dans ces conditions, on pourrait s’étonner qu’il existe 
des protéines dépourvues d’antigénicité ou seulement faiblement 
antigéniques. Pour tenter de se Pexpliquer, on peut imaginer soit 
que ces protéines sont trés facilement ou complétement dégradées 
dans Vorganisme qu’on essaye d’immuniser, soit qu’elles pos- 
sédent une structure qui différe de celle des protéines que l’on 
classe comme nettement antigéniques et qui sont du type globu- 
laire. 

Si nous prenons comme exemple la gélatine qui posséde une 
structure plus ou moins filiforme, on sait qu’elle n’est que trés 
faiblement antigénique (Maurer), mais qu'elle le devient plus 
lorsqu’on la couple avec certaines substances, méme possédant 
des petites masses moléculaires. 

Un autre exemple de molécules formées par une seule chaine 
peptidique et plus ou moins filiformes serait celui des polypep- 
tides synthétiques. Dans un travail fait en collaboration avec 
Stahmann et Lapresle, nous avons constaté que certaines prépa- 
rations sont antigéniques, bien que trés faiblement, tandis que 
les autres n’ont pas provoqué la formation d’Ac spécifiques. Les 
raisons de Ja légére antigénicité de certaines préparations nous 
échappent, car les méthodes de synthése des divers polypeptides 
ont été les mémes, mais certaines d’entre elles possédaient une 
structure particuliére. Dans le méme travail, nous avons constaté 
que des Ac anti-polypeptides, particuli¢rement les anti-polylysines 
et anti-acide polyglutamique, donnaient des réactions de précipi- 
tation avec quelques protéines naturelles. Ce fait semble démon- 
trer que des groupements analogues a ceux des polypeptides, et 
susceplibles de réagir avec les Ac correspondants, existent suc 
jes molécules de ces protéines. I] ne doit cependant pas s’agir 
par exemple d’un groupement unique carboxvle de V’acide gluta- 
mique ou d’un seul groupement aminé de la lysine; en effet, 
puisque toutes les protéines en contiennent, on devrait alors 
observer des réactions avec pratiquement toutes. I] s’agirait plutét 
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d’un groupement comportant au moins deux acides glutamiques 
ou deux lysines associées. Des groupements comportant deux 
acides aminés identiques associés existent dans les protéines ; ils 
ont été trouvés parmi des produits de leur dégradation. On admet 
depuis longtemps que les sites ou emplacements antigéniques des 
protéines correspondent a plus d’un reste d’acide aminé. D’aprés 
des considérations sur les forces des liaisons entre Ag et Ac, 
Hooker et Boyd avaient suggéré que les sites antigéniques 
devraient représenter un ensemble comportant au moins une 
dizaine de restes d’acides aminés. Plus récemment, Singer est 
arrivé a admettre que ces emplacements antigéniques doivent 
comporter plus d’un et moins de dix acides aminés. Ce nombce 
est relativement petit par rapport a la masse totale d’une molé- 
cule protéique ; il ne correspond donc qu’a une portion restreinte 
de la molécule. Mais, puisque nous savons que le motif antigé- 
nique d’une protéine comporte plusieurs groupements détermi- 
nants différents, il n’est pas impossible qu’une partie assez impor- 
pante de la molécule puisse finalement jouer un certain réle dans 
ses propriétés spécifiques. 

Beaucoup de travaux ont été entrepris dans l’espoir de préciser 
les groupements en cause a l’aide de méthodes de blocage ou 
de destruction de certaines fonctions chimiques des Ag ou des Ac. 
Malheureusement, dans de nombreuses études de ce genre, les 
méthodes utilisées peuvent étre critiquées, soit parce qu’elles ne 
permettent pas de préciser la nature des grouppements attaqués, 
soit parce qu’elles peuvent provoquer une modification de struc- 
ture par dénaturation des protéines. D’autre part, un groupe- 
ment déterminant légérement modifié peut garder une structure 
suffisamment analogue pour donner leu a une réaction croisée. 
Enfin, une destruction d’un des groupements déterminants d’un 
Ag ne provoque pas nécessairement la suppression de la réaction 
de cet antigéne avec les Ac, car cette molécule en posséde certai- 
nement plusieurs. Dans ces derniers cas, l’aspect quantitatif de 
la réaction devrait cependant étre modifié. 

Nous nous limitons 4 mentionner seulement quelques travaux 
récents sur les groupements NH, libres (groupements terminaux 
des chaines peptidiques et e de la lysine). L’utilisation d'une 
méthode d’acétylation qui, d’aprés Fraenkel-Conrat, ne bloque 
que ces groupements et ne provoquerait pas de dénaturation, a 
permis a4 Singer d’affirmer que ces groupements n’interviennent 
pas dans la spécificité antigénique de la sérumalbumbine et la 
y-globuline bovines, de l’ovalbumine, de la B-lactoglobuline, de 
la conalbumine et des antigénes protéiques couplés par diazota- 
tion a des hapténes. Le blocage du NH, de la. sérumalbumine 
bovine par |’O-méthyl-isourée (Hughes) ne modifierait pas nov 
plus sa spécificité. Les groupements sulfurés semblent aussi sans 
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importance (Heidelberger et coll.), ainsi que les groupements 
phosphorylés de l’ovalbumine, puisque les trois sous-fractions de 
mobilités différentes sont antigéniquement identiques (Kaminski). 
D’aprés Singer, ce seraient des carboxyles qui joueraient un 
role dans les propriétés antigéniques des protéines. 

En ce qui concerne les Ac, les résultats obtenus par acétylation 
ménagée ont montré que les groupements NH, sont trés impor- 
tants, car leur blocage supprime leur activité précipitante (Sa 
Ram et Maurer; Singer), D’aprés Marrack et Orlans, cette inac- 
tivation serait non spécifique, tandis que Singer la considére 
comme spécifique, car la méme méthode appliquée a des Ac de 
lapin les inactive, tandis qu’elle ne modifie pas les propriétés 
antigéniques d’une y-globuline bovine, par exemple. I] admet 
qu’un groupe NH, est présent dans les groupements spécifiques 
des anticorps précipitants. 

'L’intervention probable des groupements polaires des molé- 
cules d’Ag ou d’Ac a été envisagée depuis longtemps, puisqu’on 
savait que leur réaction est modifiée par des variations du pH 
et que l’on arrive & dissocier certains complexes protéine-anti- 
protéine, par exemple en milieu acide. De l'ensemble de ses 
récentes études, Singer conclut qu'il y aurait un groupement 
carboxyle dans chaque « site antigénique » d’une molécule d’anti- 
géne et un seul groupement aminé présent dans chaque groupe- 
ment spécifique de la molécule d’anticorps. I] ne faut cependant 
pas perdre de vue que cette conception n’exclue pas a priori 
d’autres possibilités et, de plus, que le site antigénique n’est 
certainement pas limité a un seul groupement fonctionnel. 

Il serait trop long d’entrer ici dans les détails des comparaisons 
que lon pourrait faire entre le cas des Ag protéiques et d’Ag ou 
d’hapténes de nature chimique différente. Notons seulement que 
certains polyosides ne renferment ni carboxyle, ni groupements 
aminés et que dans de nombreux cas des complexes polyoside- 
anti-polyosides sont partiellement dissociés simplement par une 
forte concentration saline. De plus, lorsqu’on envisage les réac- 
tions du type croisée donnés par des produits d’origine naturelle 
éloignée, on constate qu’il s’agit de substances de nature non pro- 
iéique, tandis que les protéines donnant des réactions croisées 
sont d’origine semblable. Les cas des polyosides d’origines diffé- 
renies donnant des réactions croisées sont bien connus. Récem- 
ment, Seligmann a pu constater un fait analogue en étudiant la 
réaction de précipitation que donnent des sérums de cas de lupus 
érythémateux disséminé avec des acides désoxyribonucléiques 
d’origines variées (leucocytes ; thymus de veau, microbes, bacté- 
riophages). L’explication de ces faits est aisée : en effet, le nombre 
de constituants simples formant les macromolécules des polyo- 
sides ou des acides nucléiques et les possibilités qu’ils possédent 
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de former des configurations spatiales différentes sont beaucoup 
plus restreintes que ceux du nombre d’acides aminés et d’associa- 
lions qu’ils peuvent former dans une molécule protéique. 

Dans ces deniéres, en dehors du fait bien établi que les acides 
aminés y sont associés par un enchainement peptidique, on admet 
que les chaines ainsi formées sont disposées en hélices. ‘Les 
«restes » des acides aminés, n’entrant pas dans la constitution 
de Ja chaine peptidique, émergent soit vers l’extérieur soit vers 
Yintérieur de l’hélice. Ces restes peuvent servir pour former des 
ponts soit a l’intérieur de la méme chaine, soit entre deux chaines 
voisines. Le site antigénique pourrait correspondre non pas seu- 
lement a un enchainement de quelques acides aminés le long d’une 
seule chaine peptidique, mais a une configuration dont feraient 
partie des acides aminés situés sur deux (ou plusieurs) chaines 
peptidiques voisines. En effet, les renseignements que l’on pos- 
séde, par exemple sur la structure du collagéne, montrent que 
les positions relatives des acides aminés dans deux chaines voi- 
sines sont bien déterminées et limitées par leurs dimensions 
spatiales, elles sont done caractéristiques et constantes, ce qui 
correspondrait & la notion de spécificité. 

On sait que la nature du sucre terminal joue un réle important 
dans les réactions spécifiques des polyosides, mais qu’il n’est pas 
le seul a y participer. Dans le cas des Ag protéiques, le réle des 
groupements terminaux des chaines peptidiques n’est pas 
élucidé. Le fait qu’une molécule protéique peut posséder plusieurs 
emplacements antigéniques situés dans des parties distinctes de 
la molécule prouverait qu’il y a des groupements spécifiques en 
dehors de la partie terminale des chaines dans le cas des 
molécules formées par une seule chaine (comme la sérumalbu- 
mine ; Lapresle et coll.) ou de celles qui ne possédent pas de 
groupements terminaux décelables par les méthodes actuelles 
(comme |’ovalbumine ; Kaminski et coll.). On peut donc penser 
que dans les protéines, les groupements déterminants ne sont pas 
nécessairement situés a un des bouts de la chaine peptidique. 

L’étude aux rayons X de quelques protéines globulaires indique 
qu’en plus de I’enroulement en hélice des chaines peptidiques, 
ensemble de ces chaines présente de nombreux repliements. 
Des modéles de telles molécules plus ou moins conformes a Ja 
réalité ont été construits. Lorsqu’on essaye de se représenter 
comment deux molécules de ce genre, en l’occurence un Ag pro- 
téique et son Ac, peuvent s’unir, on est amené & conclure, d’abord 
que les groupements qui s’unissent ne pourraient correspondre 
qu’a une partie trés petite de la surface de ces molécules, et tout 
particuliérment si ils sont situés le long d’une seule chaine pepti- 
dique. En effet, ces chaines étant enroulées sous forme hélicoidale, 
on ne voit pas comment deux molécules pourraient se rapprocher 
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suffisamment pour s’unir par plusieurs groupements situés le 
long d’une seule chaine peptidique, 4 moins d’envisager une dis- 
torsion de cette chaine. De méme, lorsqu’on suppose que le 
groupement actif correspond a plusieurs acides aminés situés sur 
des chaines voisines, on est obligé d’admettre qu’il existe des 
surfaces suffisamment plates pour permettre laccolement des 
deux molécules et correspondant a plusieurs restes d’acides 
aminés, ou bien qu’il existe des endroits ot une boucle d’une des 
deux molécules correspond a un repliement de l’autre. Les cris- 
tallographes trouvent que la structure en hélice s’oppose a l’exis- 
tence de boucles, mais ils admettent qu’une partie de la chaine 
peptidique ne posséde pas de structure en hélice. 

L’existence de chaines latérales qui émergeraient latéralement 
des principales chaines peptidiques n’a pas été démontrée d’une 
maniére indiscutable en ce qui concerne les protéines naturelles. 
Dans le cas des hapténes polyosidiques, on attribue un réle impor- 
tant a l’existence de branchements pour expliquer la spécificité 
de leur réaction. De méme, dans les antigénes artificiels, formés 
par la fixation de petites molécules sur des protéines, les grou- 
pements déterminants doivent émerger de la structure fondamen- 
tale de la protéine. Dans ces cas, le groupement spécifique de 
l’Ac serait situé dans une boucle de sa structure et sa spécificité 
plus ou moins étroite serait due aux dimensions de cette boucle. 

Cependant, la distorsion de la structure des Ac (ou de Ag) 
comme suite 4 la formation des complexes Ag-Ac n’est pas excluc. 
Depuis longtemps d’ailleurs, on parle de la dénaturation des Ac 
par leur union avec des Ag, et il existe des faits qui plaideraient 
en faveur de cette idée. On sait, par exemple, qu’il est d’autant 
plus difficile de dissoudre un précipité spécifique par un exces 
d’Ag que ce précipité est plus vieux, ce qui indiquerait qu’il se 
produirait une transformation lente au cours de ce vieillissement. 
Dans des expériences préliminaires (que nous espérons pouvoir 
élargir 4 d’autres systémes précipitants), nous avons observé avec 
M™° B. Robert, que lors de leur réaction avec des Ag (sérum- 
albumine humaine, polyosides hbactériens) les Ac de cheval libérent 
des groupements -- SH dont on ne constate pas la présence 
a |’état bre dans les molécules des globulines y du cheval. Enfin, 
Milgrom a montré la formation d’ Ac spécifiques anti- hémagglu- 
tinines modifiées par leur union avec les constituants des éry- 
throcytes. 

Des nombreuses études effectuées avec des protéines dénaturées, 
on peut conclure que la dénaturation altére la configuration spéci- 
fique dune protéine et fait apparaitre une spécificité nouvelle, 
celle de la protéine ainsi modifiée. Il semble exister des diffé- 
rences entre ces nouvelles spécificités suivant Vagent dénaturani 
utilisé, ce qui n’est pas étonnant puisque les modifications pro- 
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voquées ne sont pas nécessairement les mémes (Heidelberger 
et coll. ; Kaminski et Grabar). Lorsqu’on parle de dénaturation 
des protéines, on dit souvent qu’elle provoque un déroulement 
ou un déphement de la chaine peptidique. Or, le fait que les pro- 
téines dénaturées possedent une spécificité antigénique parti- 
culiére prouve que leur structure est bien définie ou rigide et 
qu'il ne s’agit pas simplement d’une chaine peptidique dépliée 
susceplible de se plier 4 nouveau n’importe comment. La perte 
de la spécificité originelle, par une protéine dénaturée, peut 
s’expliquer de plusieurs maniéres, par exemple par des modi- 
fications chimiques (par exemple des oxydations), elle peut 
résulter aussi du fait d’un dépliement de la chaine peptidique, 
les distances entre les « restes » des divers acides aminés étant 
modifiées, ou bien si l’emplacement antigénique s’étend sur 
deux chaines peptidiques voisines, la dénaturation pouvant pro- 
voquer un déplacement de Pune par rapport a Vautre, le grou- 
pement spécifique se trouverait disloqué. Les données que |’oa 
posséde actuellement sont insuffisantes pour choisir entre ces 
possibilités. 

Des renseignements plus précis sur les groupements spécifiques 
des Ag et des Ac doivent pouvoir étre obtenus a l’aide de 
méthodes de dégradation ménagée, par exemple a l’aide de pro- 
téases. Les résultats de telles études sur des Ag protéiques seront 
exposés dans un autre rapport. Disons seulement que ces études 
ont apporté une preuve directe de l’existence dans le motif anti- 
génique d’une protéine de plusieurs sites ou emplacements anti- 
génigus distincts et situés dans des parties différentes de la 
molécule d’Ag. D’autre part, elles ont permis de préciser I’hétéro- 
généité des Ac, méme lorsqu’ils sont spécifiques d’une seule 
molécule antigénique. La protéolyse a été également utilisée dans 
des études sur des Ac et la dégradation peptique des sérums de 
chevaux hyperimmunisés (Parfentiev; Pope) est actuellement 
utilisée d’une facon industrielle pour |’obtention d’antitoxines 
purifiées. La molécule d’antitoxine est partiellement dégradée, 
mais conserve ses propriétés d’anticorps (Pappenheimer et coll.). 
Le méme procédé appliqué a des Ac anti-polyosidiques du cheval 
leur fait perdre leurs propriétés spécifiques (Grabar; Pap- 
penheimer et coll.); cette perte est due, au moins en partie, 
a l’action de l’acidité sur ces molécules trés volumineuses (Weill 
et coll.). Récemment, Porter a réussi 4 cliver avec de la papaine, 
des Ac de lapin et a isoler trois produits de dégradation dont 
deux possédent des propriétés spécifiques d’anticorps ; elles ne 
provoquent plus de précipitation spécifique, mais inhibent cette 
précipitation par le sérum complet. Pour le moment, on ne satt 
pas encore si ces deux fractions correspondent a des parties diffé- 
rentes de la molécule. 


620 ANNALES DE L’INSTITUT’: PASTEUR 


On admet généralement que les forces qui unissent les Ag aux 
Ac sont de nature différente : covalence, forces de van der Waals, 
liaisons hydrogéne. Mais il est évident que lorsqu’on connaitra 
les groupements chimiques en cause, il sera plus facile de pré- 
ciser leurs importances relatives. Des études thermodynamiques 
(Wurmser et coll., Steiner et Kitsinger, Singer) ont permis de 
calculer les constantes de certaines réactions ; l’énergie d'une 
réaction protéine-antiprotéine est de 5 a 7 K cal/mol., ce qui n’est 
pas beaucoup et ne permet pas de préciser la nature des forces 
en cause. On est réduit a des preuves indirectes. Ainsi, puisque 
les groupements déterminants peuvent étre de constitution 
chimique fort différente (par exemple polaires ou non), puisque 
d’autre part, suivant la nature chimique de ]’Ag, il faut utiliser 
des procédés différents pour dissocier des complexes Ag-Ac, on 
peut inférer que les forces en cause doivent étre différentes. On 
aurait pu supposer que dans les cas ott Ag ou le hapténe spéci- 
fique comportent surtout des groupements déterminants acides ou, 
au contraire basiques, les Ac correspondants devraient avoir des 
propriétés électrochimiques nettement distinctes. Or, dans nos 
expériences avec Stahmann et Lapresle sur les polypeptides syn- 
thétiques, les Ac anti-polylysine et anti-acide poly-glutamique 
avaient des mobilités électrophorétiques voisines sinon identiques. 

Mais de toute fagon, méme si les groupements polaires jouent 
un certain rdle, de nombreux faits prouvent que d’autres grou- 
pements font partie des motifs antigéniques. Il s’ensuit que des 
forces du type haison hydrogéne peuvent parfaire l’union, sur- 
tout parce qu’elles sont nombreuses et qu’elles correspondent 
& une adaptation spatiale entre l’Ag et Ac. Singer leur attribue 
moins de la moitié de l’énergie de liaison. 

En ce qui concerne les conséquences de V’union Ag-Ac, elles 
sont suffisamment connues pour ne pas y insister longuement. 
Les molécules protéiques, qu’elles soient Ag ou Ac, sont main- 
tenues en solution dans l’eau par le fait qu’elles renferment des 
groupements dissociables. En s’unissant, deux molécules de pro- 
téines forment un complexe dont Ja solubilité dépendra du rapport 
entre le nombre de groupements qui assurent sa liaison avec l’eau 
et la masse totale du complexe. Il s’ensuit que la solubilité des 
complexes Ag-Ac doit dépendre de la solubilité propre de chacun 
des constituants, des proportions de ces constituants dans le 
complexe et du nombre de groupements susceptibles de le main- 
tenir en solution qui restent libres aprés la formation du complexe. 
Ce raisonnement permet d’expliquer en partie l’existence de zones 
de précipitation plus ou moins étendues suivant la solubilité de 
Ag ou la provenance de l’immunsérum utilisé. Les résultats 
obtenus par Williams dans ses essais de précipitation de diverses 
préparations de globulines y par un immunsérum_ semblaient 
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confirmer cette maniére de voir ; malheureusement, il a pu cons- 
tater ultérieurement que ces préparations contenaient une légére 
impureté (macroglobuline £,) qui pouvait fausser ses résultats. 

‘La formation de précipités insolubles s’expliquerait par un 
blocage des groupements responsables de la solubilité, par suite 
de l’union Ag-Ac, ce qui confirmerait leur intervention dans cette 
réaction. Inversement, si le motif antigénique ne comporte pas 
de groupements intervenant dans la solubilité, on devrait aboutir 
A des complexes solubles. Il est cependant difficile de l’affirmer, 
car le seul accroissement de la masse du complexe suffit peut-étre 
pour en provoquer la précipitation. 

De plus, il ne faut pas oublier que les précipités spécifiques 
contiennent des lipides qui favorisent la précipitation et dont 
limportance a été confirmée récemment par Tayeau et coll. Les 
constituanis du complément, méme dans un sérum inactivé par 
Ja chaleur, se fixent aussi sur un précipité spécifique. Le complé- 
ment augmente donc la quantité de précipité, mais il n’est pas 
nécessaire pour la précipitation, car elle a lieu méme avec des 
sérums qui en ont été débarrassé par une absorption préalable. 

Un nombre considérable de publications a été consacré a des 
questions telles que : la valence des Ag et des Ac, le mécanisme 
de la formation des complexes Ag-Ac, etc. D’une maniére assez, 
générale, on avait admis que les Ag sont polyvalents, tandis que 
fes Ac sont, mais pas toujours, bivalents et que, de ce fait, leur 
union spécifique aboutit a des complexes de plus en plus volu- 
mineux par formation de réseaux (Heidelberger, Marrack). Plu- 
sieurs auteurs et notamment Goldberg ont établi des expressions 
mathématiques qui correspondent asez bien aux résultats expe- 
rimentaux. Cependant, pour pouvoir établir ces équations, on est 
obligé de faire quelques postulats permettant de simplifier le 
probléme. C’est ainsi que dans toutes les discussions, aussi bien 
sur les valences que sur le mode de formation des complexes, 
ainsi que dans les formules mathématiques, on a été obligé de 
négliger un fait qui nous parait important : ’hétérogénéité des Ac 
présents dans un immunsérum. Or, nous savons qu’un méme 
sérum peut contenir en proportions variables des Ac spécifiques 
du méme Ag qui différent par leurs propriétés physico-chimiques, 
et tout particuliérement par leurs mobilités électrophorétiques, 
et par leur comportement en présence de l’Ag: précipitants, 
co-précipitants, et non précipitants ; enfin, ils différent par leur 
spécificité puisqu’ils réagissent avec des groupements spécifiques 
distincts situés dans des parties différentes de la molécule d’Ag. 
Ces diverses hétérogénéités des Ac sont susceptibles d’intervenir 
d’une facon importante dans certains aspects du probléme de la 
réaction Ag-Ac. 

Mais quelles que soient les structures intimes des Ag et des Ac 


622 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


et les forces responsables de leur union, utilisation de la réac- 
tion Ag-Ac a permis l’obtention de renseignements fort impor- 
tants dans de nombreuses études sur des sujets variés. Dans cet 
exposé, nécessairement limité, nous n’envisagerons parmi les 
diverses méthodes de mise en évidence d’une réaction protéine- 
antiprotéine que la réaction de précipitation spécifique, bien que 
d’autres procédés peuvent rendre et ont rendu de grands services, 
surtout par leur plus grande sensibilité. 

Cette réaction est utilisée aussi bien pour des dosages quanti- 
tatifs que dans des analyses qualitatives. Au cours des deux 
derniéres décades, grace aux travaux de Heidelberger et de ses 
collaborateurs, l'emploi quantitatif de la réaction de précipitation 
et l’établissement de courbes de précipitation spécifique sont 
devenus d’un usage courant en immunochimie. On peut ainsi non 
seulement apprécier pondéralment la quantité d’Ac dans un sérum 
ou d’Ag dans une solution inconnue, mais aussi différencier des 
réactions croisées et obtenir parfois des renseignements sur 
Vhomogénéilé d’une préparation antigénique (forme de la courbe ; 
étude des liquides surnageants). Son emploi est surtout indiqué 
lorsqu’on étudie un systeme de précipitation limité a un seul Ag 
pur ou lorsque lVimmunsérum ne renferme pas d’Ac envers 
(’éventuelles impuretés de la solution de |’Ag. Mais en réalité, 
méme dans ce cas, le syteme n’est pas simple. Bien que lon 
admettait Vhétérogénéité de spécificité des Ac, en se basant sur 
le fait que dans les réactions croisées, une partie des Ac ne pré- 
cipite pas, on n’en a pas assez tenu compte dans |’établissement 
des théories. Or, maintenant qu’il a été prouvé qu’un immun- 
sérum renferme des Ac différents qui réagissent avec des grou- 
pements distincts, situés dans des parties différentes de l’Ag, il 
faut admeltre que les courbes de précipitation spécifique sont, en 
réalité, des résultantes de plusieurs réactions, qui ne sont cepen- 
dant pas entiérement indépendantes puisqu’il est probable qu’une 
molécule d’Ag peut fixer simultanément des Ac spécifiques de 
groupements différents. Dans un sérum, les proportions relatives 
d’Ac envers des groupements différents ne sont vraisemblablement 
pas identiques. De ce fait, pour une certaine quantité d’Ag ajouté 
4 un immunsérum, on peut épuiser tous les Ac spécifiques d’un 
groupement de l’Ag, mais pas tous ceux qui réagissent avec les 
autres. I] est probable que l’élargissement des courbes de préci- 
pitation que l’on observe pendant l’hyperimmunisation de lapins 
s'explique surtout par l’enrichissement du sérum en Ac spéci- 
fiques de groupements différents de l’Ag. 

La situation est encore plus compliquée lorsqu’on compare des 
immunsérums de plusieurs animaux, méme immunisés de facon 
identique, car les proportions relatives d’Ac envers des grou- 
pements déterminants distincts de l’Ag y sont différentes. Les 
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recherches de Scheidegger et de Burtin ont permis de montrer 
Vexistence d’au moins cing (et probablement sept) groupements 
déterminants différents dans la molécule des globulines y humaines. 
Ces résultats ont été obtenus par l’emploi de sérums de chevaux 
et de lapins immunisés avec des mélanges de plusieurs sérums 
humains dits normaux ou de préparation de globulines y purt- 
fiées, et ce sont les différences dans leurs réactions avec des glo- 
bulines y, des produits de leur protéolyse ou des protéines de 
Bence-Jones qui ont permis de mettre en évidence l’existence de 
groupements déterminants différents. 

Des exemples du méme phénoméne peuvent étre tirés des 
résultats obtenus dans des recherches sur des réactions croisées. 
Les proportions relatives d’Ac qui réagissent avec un Ag hété- 
rologue varient notablement d’un immunsérum a un autre, ce qui 
prouve que les animaux forment des quantités relatives variables 
d’Ac envers des groupements spécifiques différents. 

De ce qui précéde, on peut conclure que si les réactions quanti- 
tatives de précipitation spécifique ont fourni et peuvent fournir 
des renseignements d’une trés grande importance lorsqu’on 
s’adresse 4 un seul systéme précipitant, on est obligé de prendre 
des précautions dans leur interprétation lorsqu’on étudie des Ag 
modifiés ou des réactions croisées. En effet, la situation se pré- 
sente de facon analogue au cas d’immunisation par un mélange 
d’antigénes. Or, tous ceux qui en ont pratiqué ont constaté que 
certains animaux ne forment pas d’Ac envers l|’un ou |’autre des 
Ag contenus dans ce mélange. On risque donc de faire une erreur 
d’interprétation lorsqu’on arrive a épuiser les Ac spécifiques d’un 
Ag donné par une préparation différente: on serait enclin 
a admettre lVidentité des deux substances ; or, l’animal dont on 
a utilisé ’immunsérum aurait pu ne pas former d’Ac envers la 
partie de la molécule qui distingue les deux produits. Le seul 
remeéede, d’ailleurs imparfait, pour s’en assurer serait l’utilisation 
de plusieurs immunsérums provenant d’animaux ayant été for- 
tement immunisés et méme peut-étre par des méthodes différentes. 

Les courbes de précipitation obtenues avec un mélange d’anti- 
cénes et l’immunsérum correspondant sont généralement difficiles 
a interpréter. Dans le cas d’immunsérum de lapin, elles présentent 
un tracé unique plus ou moins irrégulier et assez étendu 
(Kaminski; Cohn et Deutsch; Kabat, etc.). Elles permettent 
cependant l’obtention de quelques renseignements, surtout Si 
on procéde & des essais supplémentaires, comme étude détaillée 
des liquides surnageants ou des épuisements partiels avec des 
antigénes purifiés. Avec des immunsérums de cheval, on sait 
que les courbes de précipitation avec un Ag proteique présentent 
généralement la forme d’une cloche. Lorsqu on a affaire a un 
mélange d’antigénes et l’immunsérum homologue, 1] arrive par- 
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fois qu’on observe des sommets plus ou moins séparés, mais 
généralement ils se chevauchent. Ainsi, en étudiant avec Lapresle 
la précipitation d’un sérum de cheval hyperimmunisé avec du 
sérum humain normal, nous n’avons pu observer qu’un seul 
clocher séparé, que nous avons pu identifier comme étant di a la 
sérumalbumine. Le reste de la courbe de précipitation corres- 
pondait a une série de clochers confluents. Dans Vespoir de 
pouvoir identifier les divers constituants du sérum, nous avons 
utilisé la méthode de double diffusion sur plaques de gélose 
d’Ouchterlony ; seuls quelques constituants, qu’il est relativement 
aisé d’obtenir a l’état pur, ont pu étre ainsi identifiés parmi les 
trés nombreuses bandes de précipitation que donnait notre immun- 
sérum. Dans le dessein de pouvoir mieux identifier les consti- 
tuants de mélanges complexes, nous avons mis au point avec 
C. A. Williams une méthode que nous appelons analyse immuno- 
électrophorétique (1), qui comporte une électrophorése dans une 
plaque de gel, généralement de gélose, et une précipitation spéci- 
fique dans ce gel, par double diffusion, comme dans la méthode 
d’Ouchterlony. L’analyse immuno-électrophorétique permet |’ étude 
de mélanges méme trés complexes grace 4 une double et parfois 
triple définition des constituants de ces mélanges ; par leurs mob.- 
lités électrophorétiques, par leurs réactions spécifiques et parfois 
par leurs caractéristiques chimiques (emploi de colorants ; réac- 
tions enzymatiques). Cette méthode a déja été utilisée dans un 
trés grand nombre de travaux sur des sujets extrémement variés 
tels que : constituants de virus, de microbes, de divers liquides 
ou tissus de mammiféres, des oiseaux, des poissons, des crus- 
tacés ; les modifications de ces constituants dans des états patho- 
logiques et au cours du développement embryonnaire ; le clivage 
des protéines par des enzymes ; les modifications des constituants 
protéiques de l’orge au cours de la fabrication de la biére, 
comparaison des constituants des graines de graminées avant et 
apres hybridisation. Nous nous limiterons a deux exemples : 

1° Un trés grand nombre d'études a été consacré au sérum 
humain normal ou pathologique. Actuellement, grace a l’emploi 
de sérums de chevaux hyperimmunisés (par les soins de nos col- 
légues de l’Annexe de |’Institut Pasteur de Garches), on arrive 
a définir dans le sérum humain au moins 24 constituants diffé- 
rents. Un certain nombre de ces substances a pu ¢tre identifié 
a des protéines déja connues ; l’existence de certaines autres, qui 
nont pas encore pu étre isolés, n’a été révélée que grace 
a l'emploi de lanalyse immuno-électrophorétique. De plus, cette 


(1) Nous aimerions que cette appellation soit réservée aux seules 
méthodes ot les deux opérations (séparation ¢lectrophorétique et la 


réaction de précipitation spécifique) sont effectuées dans la méme 
enceinte. 


REACTIONS PROTEINE-ANTIPROTEINE 625 


méthode a permis des comparaisons entre les constituants du 
sérum et d’autres humeurs ou cellules de l’organisme humain, 
normal ou pathologique, tels que: liquide céphalo-rachidien, 
colostrum, lait, urine, liquide synovial, leucocytes, érythrocytes, 
glande thyroide, calculs rénaux, etc. 

2° Grace a Yemploi de la méme méthode et d’immunsérums 
spécifiques du sérum de souris et du sérum de rats, convenable- 
ment épuisés pour supprimer toute réaction croisée, il a éts 
possible de démontrer dans les sérums de souris, ayant été irra- 
diées par une dose létale de rayons X et maintenues en survic 
par des inoculations de suspensions de cellules de la moelle de 
rats, la présence de certaines protéines spécifiques de l’espéce 
rat. Ces expériences ont permis de prouver que les cellules de 
rats ainsi inoculés ont non seulement survécu, mais qu’elles ont 
continué a synthétiser des protéines qui leur sont spécifiques. 

Nous espérons que ces exemples, ainsi que ceux des autres 
rapporteurs de ce Colloque, permettront de se rendre compte que, 
malgré les nombreuses lacunes de nos connaissances théoriques 
sur la réaction protéine-antiprotéine, des progrés réels ont 9u 
étre obtenus grace a son emploi. 


HETEROGENEITE DES ANTICORPS ANTI-PROTEINES 
par Claude LAPRESLE (*). 


(Service de Chimie microbienne, Institut Pasteur, Paris) 


Nous envisagerons dans ce travail l’hétérogénéité des anticorps 
anti-protéines qui résulte de différences dans leur spécificité. Le 
fait que les anticorps formés contre un seul antigéne puissent étre 
un mélange d’anticorps de spécificités différentes correspondavt 
sur la molécule d’antigéne a des groupements déterminants dis- 
tincts, a été démontré d’une facon trés générale dans le cas des 
antigenes artificiels [4]. Dans le cas des antigenes naturels, ce 
fait a été invoqué depuis longtemps {2] pour rendre compte des 
réactions croisées, mais il faut insister sur deux points: 1° Les 
réactions croisées démontrent bien l’existence de plusieurs types 
d’anticorps ; par contre, elles ne démontrent pas de facon ausst 
rigoureuse que ces anticorps correspondent a des groupements 
déterminants différents, leur comportement pouvant s’expliquer 
par des différences d’affinité vis-a-vis d’un méme d(terminant 
antigénique. 2° Elles ne s’observent que dans des circonstances 
relativement limitées et qui ne peuvent pas étre modifiées au gré 
de |’expérimentateur. 

Nous avons montré que Vhétérogénéité des anticorps anti-pro- 
téine pouvait étre mise en évidence et étudiée systématiquement 
en utilisant comme instrument expérimental l’antigéne convena- 
blement dégradé par un enzyme protéolytique. En effet, cette 
dégradation se fait dans certains cas de telle fagon que les grou- 
pements déterminants de l’antigéne sont séparés et portés par 
des fragments de molécule différents. Ces fragments se com- 
portent alors comme des antigénes indépendants les uns des 
autres, réagissant chacun avec leurs anticorps correspondants. 

Nous avons établi ce fait en dégradant la sérumalbumine 
humaine avec un extrait de rate de lapin. Nous avons montré 
que le sérum de lapin anti-albumine, qui forme avec |’albumine 
non dégradée un seul systéme précipitant, forme avec l’albumine 
dégradée plusieurs systémes précipitants indépendants les uns 
des autres [3, 4]. Ultérieurement, nous avons étudié la dégra- 
dation de lalbumine par d'autres enzymes protéolytiques. Nous 


(*) Chargé de Recherches 4 1’Institut National d’Hygiéne. 
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avons constaté que l'un d’entre eux, la trypsine, dégrade 1’albu- 
mine sans séparer ses différents groupements déterminants [5, 6]. 
Dans ce cas, le sérum de lapin anti-albumine ne forme pas avec 
Valbumine dégradée plusieurs syst¢mes précipitants indépendants 
les uns des autres. Nous commencerons done par ]’étude compa- 
rative de ces deux modes de dégradation de l’albumine afin d’ana- 
lyser les répercussions, sur un systéme précipitant, de la scission 
de Pantigéne en fragments réagissant indépendamment avec des 
anticorps différents. 

En milieu gélifié, le sérum anti-albumine, qui forme avec l’albu- 
mine non dégradée une seule ligne de précipitation, forme avec 
Valbumine dégradée par un extrait de rate de lapin, trois lignes 
de précipitation que nous avons dénommées : a, b, c. En immuno- 
électrophorése (fig. 1), ces trois lignes qui correspondent a des 
mobilités électrophorétiques différentes ne se rejoignent pas ; elles 
sont donc formées par des systémes précipitants indépendants 
les uns des autres. Au contraire, ]’albumine dégradée par la 
trypsine forme avec le sérum de lapin anti-albumine deux lignes 
de précipitation correspondant a des mobilités électrophorétiques 
différentes et qui se rejoignent partiellement. Nous avons pu 
isoler les constituants responsables de ces deux lignes [6] ct 
montrer que les uns précipitaient tous les anticorps anti-albumine 
et les autres une partie seulement de ces anticorps, ce qui explique 
image de réaction croisée observée en immuno-électrophorése. 

En milieu liquide, il est possible dans les deux cas de précipiter 
tous les anticorps antinalbumine avec l’albumine dégradée, mais 
la quantité de précipité spécifique obtenu dans ces conditions est 
trés différente d’un cas a l'autre (fig. 2). 

Dans le cas de l’hydrolyse trypsique, du fait que les produits 
de dégradation précipitent, les uns tous les anticorps anti-albu- 
mine et les autres une partie de ces mémes anticorps, tout se 
passe comme si le milieu en réaction s’appauvrissait en antigéne 
sans que le pouvoir précipitant de celui-ci soit pratiquement 
diminué. I] est nécessaire d’ajouter plus d’albumine dégradée que 
d’albumine non dégradée pour précipiter tous les anticorps anti- 
albumine, mais la quantité de précipité spécifique obtenu dans 
ces conditions diminue trés peu [5, 6]. 

Dans le cas de la dégradation de l’albumine par un extrait de 
rate de lapin, la quantité de précipité spécifique obtenue lorsque 
tous les anticorps anti-albumine sont précipités est trés inférieure 
A celle obtenue avec l’albumine non dégradée [4]. Ceci est hé 
au fait que la courbe de précipitation spécifique obtenue avec 
Valbumine dégradée par un extrait de rate de lapin correspond 
& la somme de trois courbes ayant des points d’équivalence diffé- 
rents. Nous l’avons démontré en analysant en milieu gélifié les 
surnageants de telles courbes et en montrant qu’ils contenaient 


628 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


lois anticorps épuisés les uns aprés les autres et trois antigénes 
apparaissant les uns apres Jes autres [4]. rs ; 

On voit donc que Ja diminution de précipilé spécifique qui 
s’observe lorsque l’albumine est dégradée avec un extrait de rate 
de lapin est liée a la qualité de la dégradation et non a son 
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Fic. 1. — Reproduction schématique des immuno-électrophoréses n° 1, 3 et 12 
de la figure 1 du J. Immunol. (1959, 82, 94). Le degré de dégradation de l’albn- 
mine, mesuré par le pourcentage d’albumine non _ précipitable par _ l'acide 
trichloracétique 4 5 p. 100 est le suivant: albumine dégradée par un extrait de 
rate de lapin, 20 p. 100; albumine dégradée par la irypsine, 50 p. 100. 


importance. Ce fait, que nous avons vérifié avec d’autres enzymes 
protéolytiques [5], permet de suivre la scission d’un antigéne eu 
fragments précipitant avec des anticorps différents [7]. C’est ce 
que montre (fig. 2) la comparaison des courbes obtenues en dosant 
le précipité spécifique formé a la limite de la zone d’excés d’anti- 
corps par des échantillons d’albumine dégradée avec la trypsine 
et avec un extrait de rate de lapin. Dans le cas de l’hydrolyse 
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\rypsique, cette courbe reste pratiquement horizontale. Au con- 
traire, dans le cas de la dégradation de l’albumine par un extrait 
de rate de lapin, cette courbe présente deux portions : une pre- 
mi¢re portion descendante qui correspond A la scission de J’albu- 
mine en fragments précipitants différents, et une deuxiéme portion 
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Fic. 2. — Représentation schématique de lévolution du systéme précipitant formé 
par l’albumine et le sérum de lapin anti-albumine lorsque l’albumine est dégradée 
par un enzyme protéolytique. En A la dégradation se fait sans scission de l’albu- 
mine en fragments précipitant indépendamment les uns des autres (cas de la 
trypsine) ; en B, la dégradation entraine une scission de l’albumine en_ trois 
groupes de fragments différents précipitant indépendamment les uns des autres 
(cas d'un extrait de rate de lapin). Les lignes pointillées correspondent au schéma 
des courbes obtenues en dosant le précipité spécifique 4 la limite de la zone 
d’excés d’anticorps. 


horizontale qui correspond a la poursuite de la dégradation une 
fois cette scission achevée. 

Le point anguleux qui sépare les deux portions de cette courbe 
a plusieurs propriétés intéressantes : 1° Il est facile 4 déterminer 
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car la limite de la zone d’exceés d’anticorps d’un systéme préci- 
pitant est nettement marquée; de plus une légére erreur dans 
son appréciation serait de peu de conséquence parce que la 
courbe de précipitation spécifique formée par ]’albumine dégradée 
est plate [4]. 2° Il est lié a un stade défini de dégradation de 
l’antigéne, celui ot ses groupements déterminants ont été sépares 
les uns des autres ; il ne dépend done pas de !’immunsérum utilisé 
a condition que celui-ci contienne tous les anticorps précipitant 
avec ces groupements, fait que nous avons vérifié expérimen- 
talement [8]. 3° Il correspond au stade ot la scission en fragments 
précipiiants différents est achevée pour toutes les molécules 
d’antigene, c’est-a-dire a un stade ot toute l’albumine a été 
dégradée ; ce fait, que nous avons vérifié par ultracentrifu- 
gation {9}, nous a permis d’étudier le pouvoir antigénique des 
fragments d’albumine sans qu’interfére la présence d’albumin2 
non dégradée [40]. 4° Il permet de relier & une modification 
chimique aisément reproductible le stade de dégradation ot 
l’antigéne est scindé en fragments précipitants différents. Ce point 
est particuliérement important car au fur et & mesure que la 
dégradation par l’extrait de rate de lapin se poursuit, les frag- 
ments d’albumine perdent leur caractére précipitant, tout en 
conservant leur capacité de se combiner avec les anticorps anti- 
albumine. I] devient alors impossible de les étudier directement 
par les méthodes de précipitation spécifique et il est done trés 
utile de pouvoir déterminer Je stade auquel la dégradation doit 
étre arrélée pour obtenir un hydrolysat précipitant encore avec 
tous les anticorps anti-albumine. 

I’albumine convenablement dégradée constitue ainsi un réactif 
permettant d’étudier les différents anticorps anti-albumine comme 
le montrent les exemples suivants : 1° Nous avons étudié la compo- 
sition qualitative du sérum chez 9 lapins immunisés avec l’albu- 
mine dans les mémes conditions et nous avons montré que leurs 
sérums, dont le taux total d’anticorps anti-albumine variait du 
simple au double, contenaient tous les mémes trois types d’anti- 
corps mais en proportion variable d’un sérum a l'autre [8]. 2° Nous 
avons, en milieu gélifié, analysé avec l’albumine dégradée Jes 
surnageants de la courbe de précipitation spécifique formée par 
le sérum de lapin anti-albumine avec l’albumine non dégradée 
et nous avons montré qu’ils contenaient trois anticorps et que 
ceux-ci étaient épuisés les uns aprés les autres par |’albumine noa 
dégradée [4]. Puisque les proportions relatives des différents anti- 
corps varient d’un sérum A l'autre, il est possible qu’ils soient 
épuisés d’une fagon variable d’un sérum a l'autre ; ceci pourrait 
expliquer les différences de formes et la plus ou moins grande 
étendue de la zone d’équivalence observées dans les courbes de 
précipitation spécifique d’un antigéne protéique avec des immun- 
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serums différents. 3° Nous avons révélé avec l’albumine dégradée 
une immuno-électrophorése faite avec un sérum de lapin anti- 
albumine et nous avons constaté que ce sérum formait trois lignes 
de précipitation correspondant a des mobilités électrophorétiques 
légérement différentes [4]; ces différences de mobilité sont trop 
faibles pour étre stirement significatives, mais cette expérience 
montre qu’il est possible d’étudier ainsi les mobilités électropho- 
rétiques des différents anticorps formés contre une molécule 
protéique. 

‘Lorsque nous avons montré qu’il était possible avee lalbumine 
dégradée par un extrait de rate de lapin de précipiter tous les 
anticorps anti-albumine, nous en avons déduit que ceux-ci n’ étaient 
faits que du mélange des trois catégories d’anticorps précipitant 
avec Valbumine dégradée dans ces conditions. Mais nous avons 
réservé la possibilité que ces catégories d’anticorps se révélent 
a leur tour hétérogénes si d’autres enzymes étaient utilisés pour 
dégrader |’albumine [4]. C’est effectivement ce que nous a montré 
l’étude de la dégradation de Valbumine par différents enzymes 
protéolytiques [5]. Cette étude a été rendue particuliérement aisée 
par lV’emploi de l’immuno-électrophorése, car les produits de 
dégradation de l’albumine ont des mobilités électrophorétiques 
nettement différentes, ce qui permet de les identifier facilement. 
Nous avons observé, dans ces conditions, les faits suivants (fig. 3) : 
la dégradation de ]’albumine par la pepsine entraine la formation 
de trois lignes de précipitation, a, b, c, analogues a celles formées 
par l’albumine dégradée avec un extrait de rate de lapin. La 
chymotrypsine, agissant a pH 4,5, entraine la formation de trois 
lignes de précipitation, mais celles-ci n’ont pas toutes le méme 
aspect que précédemment ; la ligne a est plus petite et la ligne c 
est plus longue. Lorsque la dégradation chymotrypsique est plus 
importante, on atteint un stade de dégradation ot ne s’observe 
plus que la ligne c. Nous avons alors épuisé un sérum anti-albu- 
mine avec ce dernier hydrolysat et nous nous sommes servi du 
sérum ainsi épuisé pour révéler une immuno-électrophorése faite 
avec l’hydrolysat pepsique. On voit que, dans ces conditions, non 
seulement la ligne c a disparu, mais aussi la partie de la ligne a 
voisine de la ligne c. Ce fait démontre ’hétérogénéité des anticorps 
formant la ligne a avec Vhydrolysat pepsique. 

La situation respective probable sur la molécule d’albumine 
des groupements déterminants correspondant a ces différents anti- 
corps est représentée de fagon schématique sur la figure 4. Nous 
avons supposé que la ligne b était formée par un groupement 
déterminant b que nous avons placé a distance des autres pour 
les raisons suivantes : il est scindé le premier au cours de la 
dégradation enzymatique, a la suite de l’action de trois enzymes 
différents agissant A leur pH optimum, et il donne lieu a une 
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ligne de précipitation ayant, en immuno-électrophorése, dans les 
trois cas, une situation et une densité semblables. Il est donc 
porté apparemment par des fragments de molécule ayant la 
méme mobilité et précipitant une méme quantité d’anticorps. Nous 
avons supposé par ailleurs que les lignes a et ¢ étaient dues a 


Serum. anti_albumine. 


ee 
N Albumine. 


Serum. anti_albumine. 
a 
ames ie 
\ hydrolysat pepsique ph 2 


Serum anti_albumine. 


a ee 
———————————— 


hydrolysat chymotrypsique ph 45 2175 


—— 


hydrolysat chymot-ypsique. ph 45 _2 _ 
Serum antiji_albumine—hydrolysat chym..2] 
————— 


Ny hydrolysat pepsique ph 2 


Fic. 3. — Représentation schématique des immuno-électrophoréses n° 1, 4, 9, 10 
et 11 de la figure 1 du J. Immunol. (1959, 82, 94). Le degré de dégradation de 
Valbumine, mesuré par le pourcentage d’albumine non précipitée par l'acide 
irichloracétique 4 5 p. 100, est le suivant: hydrolysat pepsique, 4 p. 100; 
hydrolysat chymotrypsique, 1: 16 p. 100 ; hydrolysat chymotrypsique, 2: 30 p. 100. 


existence de trois groupements déterminants distincts, a,, a,, dy, 
séparés les uns des autres comme il est indiqué sur la figure 4. 
Le groupement a, serait responsable de la formation de la ligne c 
par un extrait de rate de lapin ou la pepsine, les groupements a, 
et a, seraient responsables de la formation de la ligne a dans les 
mémes conditions ; |’existence de deux groupements déterminants 
différents a l’origine de la ligne a est suggérée par l’expérience 
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(absorption du sérum anti-albumine par Vhydrolysat chymotryp- 
sique. Nous avons placé ces trois groupements cote a céte parce 
que les densités des lignes a et ¢ en immuno-électrophorése sem- 
blent toujours inversement proportionnelles ; tout se passe comme 
si elles étaient formées par la précipitation d’un mélange hétéro- 
gene d’anticorps correspondant a un motif antigénique scindé de 
différentes fagons suivant enzyme utilisé. 

Cette représentation des groupements déterminants de l’albu- 
mine est en accord avec les résultats obltenus quand on immunise 
le lapin avec l’albumine dégradée. En effet, il se forme dans ce 
cas [40] deux sortes d’anticorps, les uns réagissant avec les grou- 
pements déterminants responsables de la ligne b et les autres 
réagissant simultanément avec les groupements déterminants res- 


EXTRAIT DE RATE CHYMOTRYPSINE 
PEPSINE  \ / pH 4,5 


EXTRAIT DE RATE 
PEPSINE 


SSS SL 
CHYMOTRYPSINE 


Fic. 4. — Représentation schématique de la structure antigénique de la sérum- 
albumine humaine ct des points d’attaque de différents enzymes protéolytiques 
(tiré du J. Immunol., 1959, 82, 94). 


ponsables des lignes a et c. Il est intéressant en outre de signaler 
que, dans ce cas, les anticorps réagissent aussi avec des groupe- 
ments nouveaux démasqués par la dégradation enzymatique. 

Les groupements déterminants ainsi mis en évidence ne repré- 
sentent que le nombre minimum de groupements déterminanis 
différents pouvant exister sur la molécule d’albumine. Le nombre 
total de groupements déterminants est trés vraisemblablement plus 
élevé. En effet, on a montré qu’une molécule d’albumine humaine 
peut précipiler avec au moins six molécules d’anticorps de lapin 
anti-albumine [44]. D’autre part, si l’on admet que la précipitation 
spécifique est due a la formation d’un réseau entre les molécules 
d’antigéne et d’anticorps, les fragments d’albumine qui préci- 
pitent avec le sérum anti-albumine doivent pouvoir se combiner 
avec au moins deux molécules d’anticorps et porter done chacua 
au moins deux groupements déterminants. Le fait que ces grou- 
pements déterminants ne forment pas de nouveaux systemes prée- 
cipitants différents lorsque ces fragments sont a leur tour dégradés 
peut s’expliquer de deux facgons: 1° ces groupements détermi- 
nants sont semblables, ou 2° ils sont différents mais n’existent 
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plus sur des produits de dégradation plus poussée qu’a un seul 
exemplaire et ont perdu de ce fait leur caractére précipitant. 

Les faits que nous avons mis en évidence avec l’albumine 
humaine ont une portée générale, comme le montrent les résultats 
analogues obtenus par différents auteurs avec d’autres protéines. 

La démonstration avee des toxines dégradées de hétérogéneéité 
des antitoxines diphtériques [42, 13] et tétaniques est exposee 
dans ce Colloque par Raynaud et par Turpin. La multiplicité 
des lignes de précipitation en milieu gélifié obtenue par Pope et 
Stevens [44] avec la toxine diphtérique dégradée par la pepsine 
ou la trypsine, ou traitée par le phosphate tripotassique ou le 
tétraversénate de sodium, a vraisemblablement la méme signifi- 
cation, bien que ces auteurs ne l’aient pas interprétée de cette 
facon ; leurs constatations indiquent en outre qu'une hydrolyse 
chimique peut donner le méme résultat qu’une hydrolyse enzy- 
matique. Porter [15] a obtenu avec la chymotrypsine un fragment 
d’albumine de boeuf qui donnait avec Valbumine non dégradée 
une réaction croisée suggérant que ce fragment ne portait qu’une 
partie des groupements déterminants de la molécule d’albumine. 
Kaminski et Guttierrez [46] ont montré que Ja dégradation chymo- 
trypsique el trypsique sépare deux groupements déterminanis 
différents sur la molécule d’ovalbumine, tandis que la pepsine 
dégrade l’ovalbumine sans séparer ses différents groupements 
déterminants. Scheidegger et Buzzi [47] ont mis en évidence la 
multiplicité des groupements déterminants des _ y-globulines 
humaines en analysant les systeémes précipitants différents formés 
par des sérums anti-y-globulines avec les protéines de Bence- 
Jones et les sérums de myélomateux ; Burtin [48] a confirmé cette 
notion et étendu l’étude de ces groupements déterminants en 
dégradant les y-globulines humaines avec la trypsine et la chymo- 
trypsine. Tous ces exemples montrent que la protéolyse de l’anti- 
géne fournit une méthode générale pour étudier Vhétérogénéité 
des anticorps antiproléine et connaitre le nombre minimum de 
groupements déterminants différents des antigénes protéiques. On 
remarquera cependant que l’agent protéolytique qu’il faut utiliser 
varie selon la protéme étudiée. Il dépend vraisemblablement de 
la nature des liaisons séparant les groupements déterminants de 
cette protéine et ne peut actuellement étre choisi que de facon 
empirique. 
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LA REACTION TOXINE-ANTITOXINE DIPHTERIQUES (*)(**) 


par M. RAYNAUD et E. H. RELYVELD 
(avec la collaboration technique de M's A. COUZINET 
et O. BEPOLDIN). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


Trés peu de temps aprés la découverte de la toxine diphtérique 
par Roux et Yersin en 1899 [100], von Behring et Kitasato [3] éta- 
blissaient existence dans le sérum des sujets qui ont résisté a 
infection diphtérique, d’une antitoxine spécifique neutraisante. 
On connait toute importance de cette découverte, qui fut a la base 
du développement de la sérothérapie. La préparation de l’antitoxine 
par emploi du cheval, aprés des progrés assez lents d’abord, fut 
considérablement améliorée par la découverte de Vanatoxine par 
Ramon [73, 76, 77, 78, 79], et par l’emploi systématique d’ani- 
maux présentant une immunité antidiphtérique de base natu- 
relle {2, 20, 34, 83, 105}. 

L’utilisation des adjuvants non spécifiques [28, 24, 25, 26, 27, 
80, 81, 82, 84, 85, 86, 103, 104] permit une amélioration supplé- 
mentaire. 

Grace a ces diverses recettes, les sérums antidiphtériques thé 
rapeutiques sont actuellement des sérums de titre élevé, présen- 
tant les caractéres de sérums avides. Ils sont doués d’un haut pou- 
voir neutralisant qui est paralléle a leur pouvoir précipitant. Les 
titrages in vivo par la méthode classique d’Ehrlich et in vitro par 
Ja méthode de floculation de Ramon, donnent des résultats concor- 
dants, leurs rapports L+/Lf étant voisins de 1. 

Les premiéres études d’immunologie quantitative dues A Pap- 
penheimer {56, 57], puis a divers autres auteurs [6, 45, 16, 63. 
64, 66}, ont été effectuées sur des sérums de ce type. Elles ont con- 


(*) Les travaux rapportés ici ont été exposés en partie dans la thése 
de l'un d’entre nous [95]. 

(**) Abréviations : 

L{(T) = unité de floculation de toxine diphtérique. 

Lf (A) = unité de floculation d’antitoxine antidiphtérique. 

T = toxine intacte. 

TD = toxine digérée partiellement par la trypsine. 

Lf (TD) = unité de floculation de toxine digérée. 
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duit 4 une représentation simple de la nature de l’antitoxine anti- 
diphtérique et ont amené a considérer comme un axiome, que la 
loxine diphtérique (ou ]’anatoxine) donnait toujours naissance’ a 
des anticorps capables de la neutraliser. 


Le systéme toxine-antitoxine diphtérique apparaissait ainsi 
comme un systeme modéle. Le progrés des techniques ayant per- 
mis de déceler des concentrations extrémement faibles d’anti- 
toxine neutralisante, ce systeme modeéle a été utilisé par de trés 
nombreux chercheurs pour l'étude de problémes immunologiques 
trés divers, allant de l’avidité 4 l’allergie. Mais tous ces travaux 
reposent sur le principe, qui n’est pas toujours explicitement 
exprimé, qu il y a identité absolue entre antiloxine et pouvoir neu- 
tralisant, autrement dit que méme la plus faible réponse immuni- 
taire chez l’animal qui a recu, comme antigéne, de la toxine ou 
de l’anatoxine, ne peut étre que la production d’anticorps neutra- 
lisanis. Comme, par ailleurs, la toxine, et mieux, l’anatoxine, 
convenablement administrées sont effectivement de bons anti- 
génes, qui font apparaitre assez précocement des anticorps neu- 
tralisants, cette hypothése paraissait largement confirmée. 


Nous nous proposons de montrer ici que cette situation simple 
recouvre une réalité beaucoup plus complexe. L’ensemble des 
faits nouveaux que nous présenterons conduit naturellement a 
une hypothése qui se rattache a celle qu’a développée Lapresle et 
qui peut se résumer ainsi. I] existe, sur la molécule de toxine 
diphtérique, plusieurs groupes déterminants ou sites antigéniques, 
distincts les uns des autres par leur spécificilé. Le nombre de ces 
catégories de sites est de trois au minimum. Certains d’entre eux 
donnent naissance A des anticorps qui, bien qu’ils soient capables 
de donner une combinaison spécifique avec la toxine diphtérique, 
sont incapables de la neutraliser. Un de ces sites au moins donne 
naissance € des anticorps neutralisants. 


Nous avons abordé cette étude en passant par les stades sui- 
vants ; 


I. — PREPARATION DE LA TOXINE DIPHTERIQUE PURE. — Le mode 
de préparation et les propriétés de la toxine ont été rapportés 
plus haut [97]. Nous n’y reviendrons pas ici. Notons seulement 
qu’on est en droit de considérer la toxine diphtérique titrant 
3 000-3 200 Lf/mg N comme une protéine homogéne, ne conte- 
nant que des traces de protéines antigéniques contaminantes. Son 
poids moléculaire est voisin de 70 000. 


Il. — IMMUNISATION DE CHEVAUX AVEC UNE ANATOXINE PURE (dérivée 
de la toxine pure par action du formol) ADSORBEE SUR ADJI'VANT 
(phosphate d’alumine, ou mieux, phosphate de calcium) [89]. 
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Deux groupes de chevaux ont été immunisés : 

a) Un groupe présentant une immunité de base (a Schick 
négatif) [93] ; 

b) Un groupe dépourvu d’immunité de base (a Schick posi- 
tif) [88]. 

Des prélévements ont été faits a diverses périodes de ?immuni- 
sation. 

L’identification de l’antitoxine (ou plus exactement des anti- 
corps précipitant avec la toxine diphtérique) est facile par ’immu- 


SERUM COPENHAGUE FLOCULATION 


N precipité (micragrammes) 
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Unités LF Toxine ajoutées 


ies de 


noélectrophorése [80, 34, 32, 442, 4413], qui permet en méme 
temps de déterminer la mobilité électrophorétique des anticorps. 

Grace 4 la toxine pure, il est aisé de vérifier que la plupart 
des sérums commerciaux contiennent un grand nombre d’anti- 
corps, que nous proposons d’appeler anticorps accessoires, dirigés 
contre divers antigénes autres que la toxine (antigénes accessoires) 
présents dans les anatoxines brutes. Nous appelons ces sérums 
« sérums complexes ». 

Pope a déja insisté [63, 64] sur importance de ces observations. 
Les courbes de précipitation établies avec un sérum complexe 
et une toxine partiellement purifiée ou brute peuvent conduire 
a des déterminations trés erronées de Vazote total précipitable 
(fig. 1). 

Finger et Kabat ont fait des observations analogues chez 
homme [49]. 
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Les sérums que nous avons prépares ne contiennent que de trés 
faibles quantités d’anticorps accessoires, qui peuvent étre, si on 


Tasrrau I. — Caractéres des sérums utilisés. Sérums 4 j-antitoxine 
prédominante. 
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* Rapport Lr/Lf; ** En établissant la courbe de précipitation avec une toxine 
a 2800 Lf/mg N, nous avions trouvé 9,3 p. 100 pour le sérum 44] Fin [92]. 


Mouton n°5 


digéré 


le désire, complétement éliminés par digestion pepsique du préci- 
pité spécifique (1). 

Pour les sérums non digérés, tels que nous les avons préparés, 
on peut cependant considérer que Vinfluence des anticorps acces- 


(1) On obtient ainsi une préparation qui est rigoureusement 
dépourvue d’anticorps accessoires (sérum a 1 zone). 
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soires est négligeable. Les propriétés générales des sérums utilisés 
sont rapportés dans les tableaux I, I, Il, IV. 

On voit que les anticorps précipitants antidiphtériques sont 
d’abord localisés dans les y-globulines, puis 4 la fois dans les 
y-globulines et les f,-globulines (B, = y, = T), et enfin umique- 


Tabteau Il. — Garactéres des sérums utilisés. Sérums a £,-antitoxine 


prédominante. 
Sis 
Copenhague 
antitox. 


Copenhague 500 | 1,00 | +++ a 
pcan 
Pin 39° 3 
Sade 


aS) 
* La courbe de cette fraction a été établie en tampon PO,KH,/K,H, pH = 6,8, 
de concentration 1,40 M. 


ment dans les f,-globulines. Les sérums hyperimmuns commer- 
claux ne contiennent que des. B,-antitoxines, ou des f’-antitoxines 
(Cf. plus loin). 

Les auteurs antérieurs ont en général limité leur attention 
a ces sérums commerciaux, bruts ou digérés. Ils n’ont donc 
étudié qu’une des éventualités observables au cours de l’hyper- 
immunisation des chevaux. 

D’autre part, on sait qu’aprés digestion par la pepsine, les 
B.-g'obulines sont transformées en fragments (1/2 ou 1/3 de molé- 
cule) [54, 59, 60, 62, 99, 404, 102, 144], dont la mobilité est trés 
diminuée et se trouve alors voisine de celle des y-globulines 
naturelles. 

Nous proposons pour les 6,-globulines digérées la dénomina- 
tion de globuline p’ [87]. 


Tasreau Ii]. — Caractéres des sérums utilisés. Sérums & f’-antitoxine 
(sérums digérés). 


1451-betet 

GO aap 

1451-beta' 
n°2(1,0 M)K* 


(NaCl q) Courbe établie en tampon borate 0,2 M, pH = 7,0 + NaCl 0,175 M 

(1,0 M) Courbe établie en tampon PO,KH,/K,H, pH = 6,8, de concentration 1,0 M ; 

* Ce sérum nous a été aimablement envoyé par A. M. Pappenheimer ; ** Les frac- 

tions 8-prime du sérum 145] ont été obtenues par digestion pepsique du précipité 
spécifique. 


Tasteau IV. — Caractéres des sérums utilisés. Sérums de chevaux 
a Schick positif. 
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Sur la base de leur mobilité, elles sont souvent appelées par 
les auteurs ou les firmes qui les préparent, solutions de « y-glo- 
buline purifiée », terme qui est doublement impropre. Elles ne 
sont pas purifiées, mais digérées, Ce ne sont pas des y-globulines : 
elles ont gardé en effet les caractéres immunologiques des 6.-glo- 
bulines anticorps dont elles dérivent, & savoir la propriété de 
donner une courbe de type floculation, comme nous le verrons 
plus loin. Les y-globulines peuvent aussi étre digérées sous forme 
brute (sérum ou plasma ictal) ou sous forme de précipité spéci- 
fique. Elles sont alors transformées en globulines y’ de mobilité 
inférieure a celle des y-globulines natives. Cette modification a 
été observée chez le mouton [98]. 

La localisation initiale dans les y-globulines, plus tardive dans 
les 6,-globulines, est indépendante de l’existence d’une immunité 
de base préalable. 

Elle s’observe aussi bien chez les chevaux a Schick positif 
que chez les chevaux a Schick négatif. 

Par contre, ]’évolution relative des pouvoirs neutralisant et 
précipitant est trés différente chez ces deux types de chevaux. 

Dans le cas des chevaux 4 Schick négatif, le pouvoir neutra- 
lisant augmente plus ou moins parallélement au pouvoir précipi- 
tant. Le rapport L+/Lf est toujours supérieur a 1. Il peut étre 
parfois trés élevé (cheval 441, fraction S 1, moutons de Hollande). 

Dans le cas des chevaux 4 Schick positif, le pouvoir précipitant 
augmente plus vite que le pouvoir neutralisant. Pendant une 
longue période de leur hyperimmunisation, les sérums de ces 
chevaux présentent un rapport L+/Lf trés bas et un rapport de 
dilution, exprimé dans la notation de Cinader, trés élevé (2). 
Ils sont doués d’une faible avidité. 


(2) Glenny [28, 29] a défini le rapport de dilution comme le rapport 
des quantités de sérum correspondant au mélange Lr et au mélange 
Lr/1 000 ou Lr/10000 multiplié par le facteur de dilution. 

Les sérums non avides ont un rapport de Glenny inférieur ou é€gal 
age 

Cinader [44, 42 43] donne une définition plus simple. On détermine 
le titre du sérum en opérant en milieu concentré (Lr/1, Lr/10 ou 
L+/1, L+/10), soit t, Ul/ml, et en opérant en milieu dilué (Lr/100, 
Lr/1 000, Lr/10 000 ou L+/100, soit t, UI/ml. Le rapport de Cinader 
t,/t, est Vinverse du rapport de Glenny. 

Pour les sérums vides t, est égal ou légérement inférieur a t,. Le 
rapport de Cinader est inférieur ou égal 4 1. 

Pour les sérums non avides, le titre t, est trés supérieur au titre t,. 
Le rapport de Cinader est trés nettement supérieur A 1. : 

Les valeurs comprises entre 1 et 1,20 ne sont pas trés significatives 


Les sérums de faible avidité ont souvent des rapports de Cinader 
égaux a 2 ou 5, parfois 10. 
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Comme tous les sérums non avides, ils donnent avec la toxine 
des complexes qui sont neutres en milieu concentré (niveau Lr/1 
ou ‘Lr/10) et toxiques en milieu dilué (niveau Lr/1 000 ou 
Lr/10 000). Si bien que le titre du sérum varie considérablement 
suivant les conditions expérimentales de l’essai (Cf. sérum 825). 


Rapports de dilution. 


TITRE LR/10/TITRE LR/1000 


DOGS ere ia ceed cePacemnarae <r Amat, a ete, & Fe 0,96 
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820 30ers eae mnie ee eee ENS, on oboe 4,00 
SOO caer tetas RNa ee a ae : 5,00 
Soe OOS. tae ieee Cuast s Seen ame) Oe a 2,00 


fl faut noter ici que l’on a en général étudié les sérums non 
avides aprés une trés courte immunisation. Les études de Jerne [85] 
sur lavidité ont été faites en déterminant le pouvoir neutralisant 
du sérum chez le cobaye aprés une ou deux injections immuni- 
santes. C’est que l’on admettait implicitement que les anticorps 
non avides ne constituent qu’une phase transitoire dans |’évolution 
de la réponse immunitaire, et qu’ils devenaient avides par répé- 
tition du stimulus antigénique. Cette affirmation est exacte dans 
les conditions ott lon se place habituellement et qui, tenant 
compte de multiples observations empiriques, sont analogues a 
celles de ]a vaccination humaine : deuxiéme injection le quinziéme 
jour aprés la premiére et injection de rappel aprés une période 
plus ou moins longue, sans stimulation antigénique. Cela revient 
a immuniser (injection de rappel) un cheval déja pourvu d’une 
immunité de base plus ou moins ancienne. 

Barr et Glenny, en 1945 [2], ont longuement insisté sur la néces- 
sité de laisser une période suffisante entre la premiére série 
d’injections et lhyperimmunisation, chez le cheval, pour obtenir 
des anticorps antitoxiques avides. 

Les chevaux a Schick positif hyperimmunisés ne peuvent pas 
étre considérés comme des animaux en réponse primaire propre- 
ment dite. Mais ils ont été soumis 4 une stimulation antigénique 
intense sans période d’arrét (deux injections par semaine de doses 
croissantes). I] semble bien que l’absence d’arrét dans la stimu- 
lation antigénique maintient ces animaux dans un stade parti- 
culier, en empéchant ou retardant une certaine « maturation » du 
systéme formateur d’anticorps. 

Quoi qu’il en soit, ces chevaux sont capables de synthétiser 
pendant une longue période des quantités trés élevées d’anticorps 
qui présentent tous les caractéres des anticorps non avides, que 
Yon peut ainsi obtenir en concentration suffisante pour les étudier 
en détail. 
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II], —- ErasiissEMENT DES COURBES DE PRECIPITATION QUANTITA- 
TIVE DES SERUMS AVEC LA TOXINE PURE. 


A. — La technique employée est la technique classique de 
Heidelberger [383]. Nous avons opéré dans des conditions ana- 
logues a celles utilisées par Pappenheimer [56] et qui ont été 
décrites en détail ailleurs [96]. 

Signalons ici seulement que sur un échantillon de précipité 
spécifique spécialement préparé a cet effet, nous avons recherché 
ia toxine non neutralisée présente éventuellement dans le préci- 
pité spécifique. Ce dernier a été remis en suspension en eau 
physiologique peptonée. Diverses dilutions de cette suspension 
ont élé injectées 4 l’animal. Cette technique permet une évaluation 
approximative de la toxine non neutralisée présente dans le 
précipité spécifique [96]. 

Les courbes ont été établies, comme celles des divers auteurs 
qui nous ont précédés, a taux de sérum constant et taux d’anti- 
géne variable. 

La comparaison entre les divers sérums est assurée par le fait 
que les courbes de sérums différents sont faites avec la méme 
concentration totale d’antitoxine exprimée en unités de floculation. 
Ce point particulier n’a pas été l'objet jusqu’a ce jour d’un 
examen suffisamment attentif, comme l’a noté Marrack [54]. 

Il pose en effet deux problémes distincts qu’il nous faut étudier 
avant de passer a l’examen des courbes : 

1° Le titre floculant d’un sérum antidiphtérique est-il défini 
sans ambiguité ? 

2° Le taux d’azote précipitant correspondant a 1 unité de flocu- 
lation de sérum est-il identique d’un sérum a l'autre ? 

Notons au préalable que l’unité Lf de toxine n’est pas affectée 
par ces considérations. Elle est définie en effet par référence a un 
sérum déterminé, ]’étalon international de floculation. Nous avons 
vérifié que ce dernier donne les mémes résultats dans les condi- 
tions les plus diverses. 

a) Technique Ramon, volume variable. 

b) Technique Dean et Webb, volume variable. 

c) Technique Ramon, volume fixe. 

d) Technique Dean et Webb, volume fixe. 

e) Technique y (Cf. plus Join). 

Les écarts systématiques qui peuvent résulter de variations dans 
le détail de la technique utilisée pour la floculation sont trés faibles 
(+5 p. 100). ‘La toxine est d’ailleurs titrée en général par la 
technique Ramon, volume variable. 

Ces observations expliquent qu’il y ait un trés bon accord entre 
les divers laboratoires pour les données relatives aux caractéres 
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de la toxine pure (3). 1 Lf de toxine pure correspond sensiblement 
a 0,322 ug N (toxine : 3 100 Lf/mg N). 


B. Etude de la floculation initiale. — La. définition du titre 
floculant d’un sérum n’est pas dépourvue d’ambiguité si l’on ne 
precise pas, jusque dans de nombreux détails, la technique 
employée pour sa détermination. 

On connait l’abondante littérature qui a été consacrée au défaut 
de concordance des résultats obtenus par emploi de la technique p 
(antigéne constant) [70, 74, 72, 78, 74, 75, 76] et o (anticorps 
constant) [47] pour la recherche du rapport antigéne/anticorps, 
donnant la floculation la plus rapide (floculation initiale) [40, 24, 
50, 106, 107, 108, 109). 

Boyd [7, 8, 9] a construit les surfaces représentant les relations 
entre le temps de floculation, le rapport antigéne/anticorps et la 
concentration pour divers sérums. [1 est arrivé a la conclusion 
que pour certains sérums, il y avait toujours discordance entre 
les deux techniques et que d’autres sérums ne présentent de 
minimum du temps de floculation que lorsqu’on utilise la tech- 
nique a. 

I] semble bien que ces conclusions doivent é¢tre entiérement 
révisées a la suite des travaux de Bowen et Wyman [4, 5). 

Bowen et Wyman ont montré que, dans la plupart des arran- 
gements pratiques de tubes et de dilution utilisés pour la déter- 
mination de la floculation initiale, l’expérimentateur, tout en 
croyant ne faire varier qu’un seul facteur, le rapport anti- 
géne/antigéne, faisait aussi varier la concentration totale (anti- 
géne + anticorps). Or le temps de floculation dépend de trés 
nombreux facteurs. Les uns, non spécifiques, peuvent étre et sont 
effectivement maintenus constants facilement : pH des liquides de 
dilution, force ionique totale, température, etc. La variation du 
rapport antigéne/anticorps est toujours contrélée et exactement 
reconnue. 

Par contre, la variation de concentration totale est en régle 
complétement méconnue. Or, on a depuis longtemps constaté que 
si l’on faisait varier la concentration totale antigéne + anticorps, 
le rapport antigéne/anticorps étant maintenu constant, le temps 
de floculation diminuait Iersque la concentration totale augmen- 
tait, suivant la formule empirique suivante : 

(1) log. Tf = a— b log. (A + T) 
[4, 5, 18, 48, 52, 53). 


(3) Tl n’en est pas de méme lorsqu’une toxine inconnue est titrée 
par le relai d’un étalon local intermédiaire, si ce sérum intermédiaire 
n’a pas exactement le méme comportement que 1’étalon international 
dans la réaction de floculation (voir plus loin). 
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La figure 2 empruntée 4 un travail qui paraitra ultérieurement 
illustre cette observation [90]. 

Les valeurs a et b sont des constantes qui dépendent de chaque 
couple toxine-sérum considéré. 

Bowen a montré (et nous avons pu confirmer ses conclusions 
avec une série de sérums de types trés variables) que si Von 
s’arrange pour maintenir constante la concentration totale (A + ‘T) 
dans toute la série des tubes expérimentaux, en ne faisant varier 


LoS SS Kf: minutes 
‘ \ 441 (A+T): microgrammes 
" Se aN par ml 
i 
+ 2,0 
3 
1e2) 
g 
|b) 
+ 1,0 
ol. = —_1_ $$$ $_$—$_1— 
a 15 2,0 25 30 


log (AtT) 


Fie. 2. 


que la proportion T/A (antigéne/anticorps), les phénoménes sont 
considérablement simplifiés. 


1° Avec tous les sérums, on observe un minimum du temps 
de floculation, pour une certaine valeur privilégiée du rap- 
port T/A. 

2° Cette valeur privilégiée est unique: on trouve le méme 
résultat avec Ja technique Ramon et la technique Dean et Webb. 

‘Lorsqu’il existe des divergences entre ces deux techniques, ces 


divergences sont dues a une variation surajoutée et méconnue de 
Ja concentration totale. 


A titre d’exemple, nous avons calculé d’aprés nos courbes de 
précipitation quantitative, les concentrations totales exprimées en 
microgrammes d’azote par millilitre (N toxine + N_ anticorps 
précipitable) dans le cas de 4 types de dispositions courantes 
de tubes pour la floculation, pour un sérum a §,-antitoxine 
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(TARE As =s1e50nngN) [tableau VI}, et pour un sérum a y-antitoxine 
prédominante (1 Lf A = 4,52 yg N) {tableau Vi. 

On peut voir que Ja concentration totale varie considérablement 
d’un tube a l’autre dans les techniques B a volume constant et a 
a volume variable, relativement moins dans la technique a a 
volume constant et B A volume variable. 


Tarteau VY. — Sérum 441 (y-antitoxine prédominante). 


Volume ajouté Technicue beta Technique alpha 


* Le rapport T/A est exprimé en unités de floculation. Concentration totale exprimée 
en microgrammes d’azote par millilitre (N toxine + N anticorps) dans chaque tube 
de diverses séries expérimentales. 

Les calculs ont été faits pour les conditions expérimentales suivantes : 
1° Technique 8 (Ramon): a) Volume total variable: toxine 4 100 Lf/ml, 0,50 ml ; 
sérum 4 100 Lf/ml, 0,1 4 1,0 ml; b) Volume total constant: méme répartition, 12 
volume étant complété 4 2 ml. 
2° Technique « (Dean et Webb): a) Volume total variable: sérum 4 100 Lf/ml, 
0,50 ml; toxine 4 100 Lf/ml, 0,1] 4 1,0 ml; b) Volume total constant: méme 
répartition, le volume étant complété 4 2 ml. 
3° 100 Lf(T)/ml —> CT = 32,2 ug N/ml; 100 Lf(A) 1451 > CA, = 150 pg N/ml ; 
100 Lf(A) 441 —> CA, = 452 pg N/ml. 


Ces tableaux montrent aussi l’origine probable des divergences 
de résultats d’un laboratoire & l'autre. I] n’est pas rare de voir 
(et nous l’avons fait nous-mémes) les résultats d’une détermina- 
tion de titre floculant rapportés avec la simple mention suivante : 
« le titre du sérum a été déterminé par floculation selon la tech- 
nique Ramon ». 
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La technique initiale de Ramon [70] est 4 volume total variable. 
Elle s’accompagne d’une variation faible de la concentration 
lotale et l’optimum de floculation qu ‘elle permet de déterminer 
est trés voisin de l’optimum « vrai » dans le cas des sérums a 6,- 
antitoxine. 

La technique initiale décrite par Dean et Webb [47] est 
4 volume total constant. Elle a été employée sous cette forme par 
Pillemer pour la détermination du titre floculant du systéme 
toxine-antitoxine diphtériques [64]. 


Tasteau VI. — Sérum 1451 (£,-antitoxine). 


Volume ajouté Technique beta (Ramon) Technique alpha(Dean & Webb) 
Toxine (tech.alpha) 
ou 


(Méme légende que tableau V.) 


D’autre part, la concentration totale (A + T) augmente trés 
faiblement lorsque T/A augmente dans une des variantes : tech- 
nique a (vclume constant) alors qu’elle diminue lorsque T/A 
augmente dans les trois autres variantes. 

La technique Dean et Webb a volume constant est celle qui se 
rapproche le plus de la technique 4 concentration totale fixe. Ceci 
est di a ce que la teneur en N de l’unité de floculation d’anti- 
toxine (1,50 4 6,00 ug N) est beaucoup plus élevée que celle de 
la toxine (0,322 pg N). Ainsi s’explique également le fait que 
pour certains systemes, on n’observe de minimum net en fonc- 
tion du rapport antigéne/anticorps que par la technique «a 
(a volume constant). Dans les autres techniques, pour ces sérums 
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particuliers, Je minimum en fonction de T/A se trouve masqué par 
Vinfluence prédominante de la variation de concentration totale. 


SERUM 44) 


N Total 
Précipité 


Microgrammes 


a 
fo} 


Temps de Floculation en Minutes 
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Antitoxine | 
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Rapport 


Fie. 3. 
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Dans la plupart des cas, la variation associée de la concentra- 
tion totale n’a pas pour effet de supprimer le minimum en 
fonction de T/A, mais provoque un déplacement du minimum 
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vers des valeurs « apparentes » plus basses ou plus élevées, du 
rapport antigéne/anticorps. La valeur ainsi observée correspond 
alors a une estimation erronée du titre floculant du sérum. Ce 
point est illustré par les figures 3 et 4. 

L’amplitude des variations provoquée dans la valeur du rap- 
port antigéne/anticorps correspondant a la floculation initiale 
par les variations associées de la concentration totale est trés 
variable d’un sérum 4a l’autre. Elle est exprimée par la relation 
empirique [4] et dépend donc des valeurs de la constante b. 

D’une facon générale, elle est plus faible pour les sérums 
a f,-antitoxine et plus élevée pour les sérums a y-antitoxine. 

Elle peut étre négligeable, du méme ordre de grandeur que les 
erreurs expérimentales sur l’ensemble des mesures de volume. 
C’est ce que l’on observe avec |’étalon international de flocula- 
tion qui fournit ainsi des chiffres présentant une bonne concor- 
dance pour une toxine donnée, quelle que soit la technique 
adoptée. 

Elle peut étre trés importante (fraction S1 de 441) amenant 
alors a une évaluation trés erronée du titre floculant, qui parait 
varier avec les conditions expérimentales de sa détermination. 

Bowen et Wyman ont proposé [4] une méthode simple pour 
supprimer les variations parasites de la concentration totale. Elle 
conduit a une technique que nous proposons d’appeler tech- 
nique y [90]. Cette technique fournit des résultats identiques, que 
l’on utilise la disposition a ou la disposition B et permet de définir 
de fagon univoque le titre floculant d’un sérum déterminé. 

Elle consiste & employer des solutions de toxine et d’anti- 
toxine de méme concentration totale en azote précipitable. 

Soit T la concentration de toxine en unités Lf par millilitre, 
CT la concentration correspondante en microgrammes d’azote 
de toxine par millilitre, A la concentration en antitoxine en unités 
de floculation par millilitre, CA la concentration correspondante 
en microgrammes d’azote anticorps précipitable par millilitre. 

On réalise des solutions telles que CT = CA. 

A condition d’opérer a un volume total variable, la concentra- 
tion totale en azote précipitable restera constante et égale 
a CT = CA, aussi bien dans la technique « que dans la tech- 
nique p (4). 

Si lon prend une solution de toxine a 100 Lf par millilitre 
(CT = 82,2), la concentration en antitoxine (Ao) exprimée en 
unités |Lf d’antitoxine, a utiliser, variera considérablement d’un 
sérum a l’autre, dépendant de la teneur en azote d’une unité de 


(4) Si ’on mélange V, ml de toxine et V, ml d’antitoxine, la concen- 
tration totale en azote est en effet : 


(V, xCr+V, xCa)/(V,+V,) = (V,+V,)xCr/(V,+V,) = CT = CA. 
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floculation d’antitoxine (ym). On trouvera dans le tableau VII 
les valeurs de Ao calculées pour quelques sérums représentatifs. 
On peut donc fixer la régle empirique suivante : 
On détermine le titre floculant apparent ou « titre provisoire » 
par la technique Ramon (volume variable) ou la technique Dean 


TABLEAU VII. 


Observations 


Gamma antitoxine 


prédominante 


Sérum 1451 Beta-2-antitoxine 


Fin prédominante 
Beta-prime antito- 
xine prédominante 


Sérum 1451 bis Beta-prime antito- 
xine purifiée(76 % 
a'N précipitable)’ 
Antitoxine gamma- 

prime-S (Sérum 


Mouton n° 4 


digéré) 


* Ao: Concentration d’antitoxine exprimée en unités de floculation d’antitoxine 

par millilitre et telle que Cy, = 32,2 ug N/ml. ** ym: Quantité d’azote anticorps 

précipitable exprimée en microgrammes, correspondant 4 1 unité de floculation 
d’antitoxine. 


et Webb (volume constant). On réalise ensuite une dilution du 
sérum telle que la concentration finale soit Ao LffAnl en unités 
provisoires : 


DOr UIMerd -y-AIULLUOKPREG Blane) ete ens ae Ma peters che 7 Lt/ml 
Sérumb dee imouto see ee ce ete ee 7 Lf/ml 
Beriimra’ §-2 antitoxines 722s. 02 eo anne 20 Lf/ml 
Senin “dio ener Gamers atoms. oherd 5 vege cenrcickie, Wake aees 25 Lf/ml 


On titre ensuite le sérum par la technique a ou B avec une solu- 
tion de toxine a 100 unités Lf/ml. 

Pour des raisons de commodité de répartition des solutions, 1 
est préférable d’utiliser cependant la technique a. 

Voici une des modalités possibles : 

On ajoute dans chaque tube un certain volume, toujours le 
méme, de la dilution de sérum a Ao unités Lf/ml. On choisit cette 
quantité de fagon a ce que l’on ait dans chaque tube un nombre 
d’unités Lf d’antitoxine compris entre 25 et 50. On ajoute ensuite 
des volumes croissants de la solution de toxine 4 100 unités Lf/ml. 
Le volume total est ainsi variable d’un tube a I’autre. 

Les dilutions seront faites de préférence en tampon PO,KH,/K,I1 
0.150 M, pH = 6,8 ou 7,6, ou en tampon PO,Na,H, 0,150 M. 
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pH = 8,2 additionné de NaCl, 0,172 M, et de peptone (1p. 100) 
ou de gélatine (0,1 p. 100). On place ensuite les tubes au bain- 
marie a 45° et on recherche le tube présentant la floculation 
initiale. 

Pour certains sérums, lorsqu’on emploie une toxine pure 
(2 200 Lf/mgN), la floculation initiale est trés rapide (trente 
secondes 4 cing minutes). On a alors intérét a effectuer les répar- 
litions avec des liquides maintenus a 0° + 4°. Lorsque toutes 
les répartitions ont été terminées et les tubes disposés sur un 
portoir maintenu a 0°, on plonge, au temps zéro, l’ensemble des 
tubes dans un bain-marie a 20° ou 30° seulement. On arrive alors 
a repérer aisément le premier tube qui flocule. 

La valeur trouvée par cette technique ne dépend que du rap- 
port antigéne/anticorps (T/A) et fournit le titre floculant réel du 
sérum, qui peut étre différent du titre provisoire initial. 

Cette technique (ou les multiples variantes possibles) permet 
done de définir sans ambiguité le titre floculant du sérum. 

On peut donc légitimement comparer les courbes de précipi- 
tation de divers sérums effectuées pour un méme nombre d’unités 
floculantes (ici 400 Lf A/5 ml) et calculer les courbes « réduites » 
ou certaines caractéristiques de ces courbes « réduites » corres- 
pondant & 1 unité Lf de sérum. 

On se référe ainsi & une propriété quantitative bien définie des 
sérums. 

Nous verrons cependant en détail plus loin, et nous avons déja 
indiqué plus haut que cette quantité, quoique bien définie, ne 
correspond pas a des quantités égales d’antitoxine dans tous 
les sérums. 


C. Résultats de l'étude de la réaction de précipitation quanti- 
lative. — Ces résultats ayant déja été publiés en détail [87, 92. 
94, 95, 96, 98] nous en donnerons seulement ici un résumé syn- 
thétique sous la formes de conclusions. 


1° Seules les ,-antitoxines donnent la courbe dite de type 
cheval ou de type floculation. Elles conservent cette propriété 
aprés digestion pepsique. Rappelons que la courbe de type flocu- 
jation présente les trois particularités suivantes : 

a) Le précipité spécifique est soluble dans un excés d’anticorps. 

b) I] existe une longue zone, d’allure plus ou moins rectiligne, 
dite zone d’équivalence. Les surnageants du précipilé spécifique, 
tout au long de cette zone, ne contiennent ni toxine ni antitoxine 
décelable par précipitation spécifique in vitro. 

c) On ne trouve de toxine libre titrable in vivo ou in vitro en 
quanuité appréciable dans le surnageant, qu’aprés le point de 
précipitation maximum (M); ce point correspond a un rapport 
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toxine/antitoxine ajoutées, exprimé en unités de floculation, net- 
tement supérieur a 1 (tableaux VIII, IX, X, XI). 

Ces propriétés s’observent aussi bien dans le cas des sérums 
hyperimmuns trés neutralisants (4 Schick négatif) que des sérums 
de chevaux a faible pouvoir neutralisant (a Schick positif). 


Tastrau VIII. — Propriétés numériques des sérums 4 )-antitoxine 


prédominante. 
ee oo 
a 
Paras Trea pa [amo D_ 
a a 
a 
Mouton n° 4 digéré 2,50 | 3,18 | 4,67 
Se 


(a) Courbe établie avec une toxine 4 2800 Lf/mgN [92]; (b) Courbe établie avec 
une toxine 4 3 200 Lf/mg N ; xm/xf = rapport des abscisses des points M (maximum 
de précipitation) et Lf (point correspondant 4 la floculation initiale) ; yf = N anti- 
corps effectivement précipité au point Lf (pour une unité de floculation de sérum) ; 
ym = N anticorps maximum précipitable par la toxine diphtérique purifiée contenu 
dans une unité de floculation de sérum; A/T (Lf) = rapport moléculaire anti- 
corps/toxine dans le précipité spécifique recueilli au point Lf (floculation initiale) ; 
A/T (M) = rapport moléculaire anticorps/toxine dans le précipilé  spécifique 
recueilli au point M (maximum de _ précipitation). 


ll en résulte immédiatement que les explications proposées par 
Cohn et Pappenheimer {46] pour rendre compte de la différence 
entre les diverses unités de toxine L+, Lr, ‘Lo, ne peuvent ¢étre 
aeceptées sans modification. Ces auteurs Sue que la 
valeur supérieure A 1 du rapport L+/Lf ou Lr/Lf de la toxine 
diphtérique, reflétait les particularilés de la courbe de précipi- 
tation, A savoir que la toxine libre n’apparait qu’un peu aprés le 
maximum de précipitation, dans le cas des sérums de sevens 

On pourrait évidemment admettre cette explication pour les 
sérums a f,-antitoxines de chevaux a Schick négatif, moyennant 
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Tanteau IX. — Propriétés numériques des sérums a £,-antitoxine 


prédominante. 
Copenhague 
antitoxiaue 
Copenhague 
floculation 
ps a 
1451 Fin 


1451 S2 n° 1 
(Nac1 § ) 


1451 (fraction™ i DoallialieoD Pott ie 
sdluble 1,40 M) 


41-S2 


* Courbe en milieu salin concentré (méme Iégende que tableau VIII). 


quelques arrangements mineurs (5) avec les données expérimen- 
tales, parce que pour ces sérums le rapport L+/Lf ou Lr/Lf est 
voisin de 1. 


(5) La mesure expérimentale directe nous a montré que l’unité Lr 
de toxine diphtérique pure fraichement préparée correspond a 1,10- 
1,15 unité Lf de toxine, la détermination étant faite avec le sérum 
étalon international lui-méme. 

Sur la courbe de précipitation quantitative du méme sérum étalon 
international, la toxine libre n’apparait que pour un rapport T/A, 
exprimé en unités de floculation, égal a 550/400 = 1,37. 

Dans la conception de Cohn et Pappenheimer, on devrait trouver 
pour ce sérum, de la toxine libre dans le surnageant pour un rapport 
T/A = 1,10 4 1,15, et par ailleurs, le maximum de précipitation devrait 
se produire 4 peu prés pour la méme valeur. Or, il se produit pour 
T/A = 600/400 = 1,50. 

En fait, l’explication réelle est beaucoup plus simple. Il apparait de 
la toxine non neutralisée dans le précipité spécifique pour un rapport 
TAS 450/400 =a aO: 

On retrouve donc la méme valeur pour le rapport Lr/Lf de la toxine 
pure, soit par détermination expérimentale directe A une concentration 
(1 UI/ml) qui ne s’accompagne pas de formation apparente de préci- 
pité, soit par l’établissement de la courbe de précipitation quantitative, 
mais 4 condition de rechercher le premier mélange non neutre dans 
les précipités spécifiques. ‘ 
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Tatteau X. — Propriétés numériques des sérums a f’-antitoxine 


(sérums digérés). 


5353 A Pecan tea Re 3,27 ; 
906 0,68 | 94550 11,2551] 1,40 | 4503 B56 esse 
(Naci ¥ ) 
906 Qe ilies 50 [45 Bosh ce s00 466+ |- 5552 
(1,0 M) 
1451-beta' n° 1 4200" | 1.2521 th12 eteie 2,80 | 2,23 
(NaCl & ) 


1451-betat n° 1 15 GOT 120° 1b 9525, 811303 2,99 | 2,04 
(4,0 M) 


1451-beta' n° 1 


(1,40 M) 
1451-beta' 
Gi Oa) 


me 


(Méme légende que tableau VIII.) 


Tasteau XI. — Propriétés numériques des sérums de chevaux 
a Schick positif. 


Ox56 |" 1,50) |22;85u01 3527 1,15 | 3,95 | 3,06 
Bees 1,64 11,64 iaesos peer 2430 


825=39°-S2(n° 2) Ona) tie [tbe gee Oe, [Ao | agoe 


(Méme légende que tableau VIII.) 


Mais pour les sérums de chevaux 4 Schick positif, cette expli- 
cation ne cadre absolument pas. 

Avec un rapport L+/Lf = 0,32, par exemple dans le cas du 
sérum 825-39° jour, le point L+ est en pleine zone d’excés d’anti- 
corps précipitant. 
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Nous avons trouvé |’explication de ce phénoméne en montrant 
que les anticorps neutralisants et les anticorps précipitants ne 
sont pas obligatoirement identiques, autrement dit que certains 
anticorps, quoique capables de précipiter spécifiquement !a 
toxine, sont incapables de la neutraliser. 

Lorsque le taux des anticorps précipitants non neutralisants est 
nettement supérieur 4 celui des anticorps neutralisants, les pre- 
miers mélanges toxiques (mélanges L+ ou Lr) se trouvent situés 
en pleine zone de précipitation (en excés d'autres anticorps) et ne 
peuvent étre mis en évidence qu’a condition de rechercher la 
toxicité des précipités spécifiques [96]. 

Particulicrement net dans le cas des sérums des chevaux a 
Schick positif, ce phénoméne s’observe aussi avec les sérums des 
animaux a Schick négatif. 

Le premier mélange non neutralisé est un mélange insoluble 
pour les f,-antitoxines de chevaux a Schick négatif lorsqu’on 
opére & la concentration de 80 Lf A/ml, et la recherche de la 
toxicité des précipités spécifiques permet de retrouver rigoureu- 
sement, lors de l’établissement de la courbe de_ précipitation 
quantitative, les diverses valeurs du titre neutralisant, détermi- 
nées indépendamment par les techniques classiques. 

Les sérums purifiés par digestion pepsique du sérum total ont 
un comportement analogue a ceci prés que le taux d’azote préci- 
pitable, par unité Lf de sérum, y est trés sensiblement réduit. 
Le rapport de Vazote anticorps précipitable a l’azote total reste 
cependant peu élevé (21 4 30 p. 100) pour les préparations obte- 
nues par digestion du sérum total. 

Par digestion du précipité spécifique, nous avons pu obtenir 
une préparation (1451-f’) qui contenait 76 p. 100 d’azote préci- 
pitable. Des résultats analogues ont été obtenus par Northrop [54]. 

La solubilité du précipité spécifique en exces d’anticorps peut 
étre supprimée dans le cas des sérums a f,- ou f’-antitoxine, en 
effectuant la précipitation spécifique en milieu salin concentré 
(PO,KH,/K,H, 1,0 M ou 1,40 M), comme l’avait déja noté 
Pope [65]. La courbe de précipitation présente alors un type 
mixte. Le précipité se forme méme en excés d’anticorps, mais 
la courbe continue a présenter une longue zone d’équivalence. 
Ikn milieu salin concentré, la zone d’équivalence est rectiligne et 
laugmentation d’azote précipité le long de la droite correspond 
sensiblement a l’azote de la toxine ajoutée. 

On retrouve done en milieu salin concentré les résultats observés 
par Pappenheimer [56, 57] en milieu salin de concentration 
moyenne, avec certains sérums sélectionnés. 

2° Les y-antitoxines donnent une courbe de type précipitine, 
aussi bien chez les chevaux A Schick positif que chez les chevaux 
a Schick négatif. 
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La toxine libre in vivo apparait dans le surnageant dés que 
le point L+ a été atteint; ce point se trouve assez loin avant 
le maximum de précipitation pour les y-antitoxines de chevaux 


TasLeau XII. 


Sérums ou fractions 

AG Rraction s 1 1° 4 
441 Fraction S 1 n° 2 
444 Fraction S 1 n° 3 


825-39°-Fraction S 1 


825-39°-Fraction S 2 


S1: Fraction obtenue par relargage du sérum entre 0 et 0,33 de saturation en 
$O,Am,. $2: Fraction obtenue par relargage du sérum enire 0,33 et 0,50 de 
saturation en SO,Am,. Lorsque le sérum contient des y- et des 8, antitoxines, la 
fraction S1 est enrichie en y-antiloxine, la fraction S2 en £,-antitoxine. On 
peut éliminer les #,-antitoxines de la fraction S1 ou réduire considérablement 
leur taux, en répétant plusieurs fois l’opération de relargage. C'est ce que nous 
avons effectué pour la fraction S1 n° 1 du sérum 44]. Par une seule précipitation 
entre 0 et 0,33 de saturation, on n’élimine pas toutes les £,-globulines. Les 
préparations S1 n° 2 et S1 n° 3 du sérum 44] sont de ce type, enrichies seu- 
lement en y-antitoxine. Si le sérum est totalement dépourvu de gamma anti- 
toxine, ce qui est le cas général des sérums commerciaux, la fraction S 1 contient 
principalement des y-globulines non anticorps: Jes seules antitoxines qu'elle 
contient sont des £,-antitoxines. Cette observation explique que Levine [46] n’ait 
pas trouvé de différences entre les propriétés des « low-salt » et « hight-salt » 
fractions de ses sérums qui ne devaient contenir que des #,-antitoxines, alors que 
Kekwick, opérant avec des sérums qui contenaient certainement des y-antitoxines, 
a élé le premier 4 montrer que les fractions de type S1 enrichies en y-antiloxine 
avaient un rapport L+/Lf plus élevé que les fractions de type S,, enrichies en 
B,-«ntitoxine. Ce méme phénoméne a été observé par Cinader [41, 12, 43] et par 
nous-mémes [87, 95]. 


a Schick positif, au voisinage du maximum pour les sérums de 
chevaux a Schick négatif. 

Pour un sérum donné, les y-antitoxines ont un rapport L+/Lf 
plus élevé que les f,-antitoxines du méme sérum (tableau XII). 

Lorsqu’on considére uniquement les sérums hyperimmuns avides 
de chevaux & Schick négatif, l’observation de Kekwick [36, 37] 
et Cinader [44, 42, 18] se trouve donc vérifiée, & savoir: que le 
rapport L+/Lf des y-antitoxines est supérieur a 1. 
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Mais la proposition n’est pas générale. Chez les chevaux 4 
Schick positif, les y-antitoxines, quoique plus neutralisantes que 
les f,-antitoxines du méme sérum pour un méme titre floculant, 
ont un rapport L+/Lf nettement inférieur a 1. 

On ne peut donc pas dire que les y-antitoxines par elles-mémes 
sont de meilleures antitoxines que les £,-antitoxines. Leur activité 
neutralisante et leur avidité peuvent étre éventuellement plus 
faibles que celles des f,-antitoxines prélevées chez un autre 
animal, quoiqu’elles soient toujours plus élevées que celles des 
p,-antitoxines prélevées chez le méme animal. 

La qualité de ]’antitoxine (c’est-a-dire son avidité et la non- 
réversibilité des complexes neutres qu’elle forme avec la toxine) 
dépend du mode d’immunisation et est nettement supérieure lors- 
gue l’animal hyperimmunisé présentait une immunité antitoxique 
préalable et suffisamment ancienne. 

Chez les chevaux A Schick négatif utilisés pour la préparation 
des sérums commerciaux, il convient cependant de noter, comme 
Yavait vu Kekwick [88], que dans la premiére phase de |’hyper- 
immunisation, l’antitoxine qui se trouve associée alors aux y-glo- 
bulines, est pourvue d’un pouvoir neutralisant plus élevé par 
unité Lf que les antitoxines £,-globulines obtenues dans une 
phase ultérieure. 

Les titres absolus beaucoup plus élevés, obtenus dans cette 
deuxiéme phase, ont amené Ja plupart des Instituts producteurs 
de sérums 4 continuer immunisation jusqu’a ce stade. 

Les sérums commerciaux sont donc uniquement des sérums 
a B,-antitoxines, Ils sont méme le plus souvent soumis 4 la diges- 
tion pepsique. Les sérums digérés ainsi obtenus ne contiennent 
en général pas de y’-antitoxine (sauf chez le mouton). 

On peut se demander s’il n’y aurait pas intérét a réexaminer 
cette pratique et a préparer des sérums hyperimmuns de chevaux 
a Schick négatif riches en y-antitoxine (6). 

Avec des pouvoirs floculants beaucoup plus faibles et des titres 
neutralisants absolus inférieurs, ces y-antitoxines pourraient se 
révéler pourvues d’une activité thérapeutique plus élevée en raison 
de leur forte avidité. La question a été posée par Kekwick [88] 
qui a présenté certains arguments en faveur de cette hypothése 
(Cf. aussi Me Sweeney [49)). 

Des essais sont en cours pour examiner ce point particulier. 

On peut d’ailleurs se demander si les meilleurs résultats obtenus 


(6) L’hyperimmunisation par des anatoxines pures adsorbées et le 
controle régulier des saignées d’essai par l’immunoélectrophorése per- 
mettent en effet d’obtenir assez facilement chez le cheval 4 Schick 
négatif des sérums riches en y-antitoxine et de titre floculant accep- 
table (200 4 300 unités Lf/ml). 
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avec les y-antitoxines de cheval sont dus a la valeur plus élevée 
du rapport L+/Lf qu’elles présentent. 

Les f,-antitoxines hyperimmunes sont aussi « avides » A notre 
avis que les y-antitoxines prélevées chez le méme animal. 

Mais les y-globulines sont « construites » sur un modéle trés 
voisin dans toute la série animale. Les y-antitoxines de mouton 
et de cheval ont des poids moléculaires voisins de celles de 
homme et des caractéres de solubilité analogues, alors que les 
B.-globulines de cheval ont des propriétés nettement distinctes 
(Cf. en particulier les propriétés de relargage). 

Il est dés lors possible que les y-antitoxines (de mouton ou de 
cheval), par leur analogie plus grande avec les anticorps y-glo- 
buliniques humains normaux, aient un accés plus facile aux cel- 
lules des différents tissus et pénétrent plus aisément, soit jusqu’au 
foyer primaire qui libére la toxine, soit jusqu’aux groupes cellu- 
laires particuliérement menacés par la diffusion de cette derniére. 

3° Position du point Lf. — La floculation initiale se produit 
pour une certaine valeur du rapport toxine/antitoxine qui corres- 
pond par définition 4 1 lorsque les concentrations des deux sub- 
stances sont exprimées en unités de floculation. Le point corres- 
pondant sur la courbe de précipitation occupe une position trés 
variable par rapport au maximum d’azote total précipité. 

I] est trés loin du maximum dans le cas des y-antitoxines de 
cheval et de mouton, sensiblement plus rapproché du maximum 
dans le cas des sérums de lapin. 

Si lon construit les courbes réduites (azote total précipité et 
azote anticorps précipité) correspondant a 1 unité de floculation 
d’antitoxine, l’abscisse du point Lf est égale a 1 et l’abscisse du 
maximum (xm) permet une mesure simple de l’écart entre le 
point Lf et le point M. 

Pour les valeurs du rapport antigéne/anticorps (T/A) exprimées 
en unités de floculation et comprises entre 1 et xm, on se trouve 
presque toujours dans la zone d’équivalence classique. On ne 
trouve ni anticorps ni antigéne détectables par précipitation spé- 
cifique en gel. Cependant, dans le cas des y-antitoxines de chevaux 
& Schick négatif, ou de mouton, on trouve dans toute cette région, 
jusqu’au point L+, un excés d’antitoxine titrable in vivo dans les 
surnageants. Le segment de la courbe de précipitation corres- 
pondant a la zone d’équivalence a une forme qui dépend de ia 
nature électrophorétique de l’antitoxine : arrondie dans le cas 
des y-antitoxines, plus ou moins rectiligne dans le cas des p,-anti- 
toxines. 

L’augmentalion de l’azote anticorps précipitable entre les 
point Lf et M, observable dans le cas des y-antitoxines, corres- 
pond donc a la présence dans le sérum d’anticorps particulers : 
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ils ne sont pas décelables par précipitation spécifique directe ; 
ils sont décelables par leur pouvoir neutralisant in vivo 
el peuvent coprécipiter en présence des anticorps éliminés au 
point Lf. 

Le taux de ces anticorps détectables par titrage in vivo des 
surnageants est beaucoup plus élevé dans le cas des sérums 
a y-antitoxine que dans le cas des sérums 4a §,-antitoxine. 

Il en résulte que le taux d’azote anticorps total précipitable 
par unité de floculation (ym) est toujours supérieur au taux 
d’azote anticorps précipité dans le mélange Lf (yf). L’écart reflété 
par le rapport ym/yf est faible pour les f,,antitoxines, mais trés 
élevé pour les sérums a y-antitoxine (Cf. tableaux VIII, IX, 
ea XL). 


D. Conclusions de l’étude des courbes de précipitation quanti- 
tative. — Certains anticorps capables de réagir avec la toxine 
diphtérique en donnant un précipité sont dépourvus de pouvoir 
neutralisant. Ce phénoméne est A rapprocher de ce que lon 
observe avec certains systemes enzymes-antienzymes. 

L’interprétation la plus simple consiste 4 admettre |’hétéro- 
cénéité et la multiplicité des sites antigéniques sur la molécule 
ce toxine diphtérique. C’est la conception que nous développerons 
plus loin. Elle est en accord avec les résultats obtenus par 
Lapresle (89, 40, 44, 42, 43, 44, 45] pour le systeme albumine- 
antialbumine. 

Pope [64, 66, 68] a présenté une interprétation toute différente. 
Pour cet auteur, la toxine diphtérique, méme lorsqu’elle a été 
purifiée jusqu’au titre de 3000-3 200 Lf/mg N, n’est pas une 
protéine pure, mais contient encore de multiples antigénes acces- 
soires qu'il appelle dans ce cas « antigénes d’enveloppe ». Ces 
anligénes d’enveloppe ne peuvent étre séparés de la toxine par 
les techniques ordinaires de fractionnement (relargage, chroma- 
lographie, électrophorése, etc.), mais peuvent étre mis en évidence 
a.sément apres traitement de la toxine 4 pH élevé (pH = 11) ou 
apres digestion protéasique, comme nous le verrons plus loin. 

Les principaux arguments qui nous paraissent devoir étre invo- 
qués contre cette interprétation sont les suivants : 


1° La toxicité des précipités spécifiques que nous avons obser- 
vée, aprés le point L+ et qui est particuliérement nette dans ie 
cas des sérums de chevaux & Schick positif, s’explique difficile- 
ment dans cette théorie, 4 moins d’admettre que la toxine est 
entrainée de facon non spécifique dans le précipité spécifique 
formé entre les antigénes d’enveloppe et les anticorps homologues. 
Cet entrainement non spécifique est contraire aux observations 
habitue:les en immunologie. Mais on pourrait a la rigueur admettre 
que la toxine diphtérique présente en cette mati¢re un comporte- 
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ment particulier. Des expériences directes utilisant une toxine 
diphtérique marquée au *S ont été faites par Pappenheimer et 
Yoneda [58] pour essayer de mettre en évidence cet entrainemeat 
non spécifique, lors de la formation d’un précipité spécifique 
réalisé avec un systéme non apparenté. 

‘Leurs résultats sont restés négatifs. Nous-mémes, utilisant une 
loxine marquée a |J, nous n’avons pu mettre en évidence 
Ventrainement de la toxine marquée par un autre systéme. 


2° Il est impossible de séparer par des voies physico-chimiques 
simples les antigénes d’enveloppe de la toxine proprement dite. 
De plus, méme en faisant varier considérablement le rapport 
loxine/sérum, la technique d’Ouchterlony ne permet pas de mettre 
en évidence les composants multiples de ce systéme, lorsqu’on 
emploie la toxine intacte, sauf dans le cas de certains sérums et 
suivant des modalités trés particuliéres sur lesquelles nous revien- 
drons dans une publication ultérieure. 

Par contre, aprés digestion protéolytique ou aprés traitement 
alealin, il est trés facile d’observer un systeme de lignes multiples, 
chacune d’entre elles donnant une réaction d’identité avec le 
systéme sérum-toxine intacte. 


En fait, il y a peu de différences de comportement entre les 
antigénes d’enveloppe tels que les concoit Pope et les sites anti- 
géniques distincts tels que nous les imaginons, alors que la 
signification théorique de chacune de ces deux représentations est 
tres différente. Ces divergences théoriques conduisent surtout a 
des plans expérimentaux trés différents pour la poursuite des 
expériences. 

Si, comme le pense Pope, les réactions observées aprés diges- 
tion de la toxine sont dues a la présence d’antigénes d’enveloppe 
accessoires dans la préparation de toxine intacte, toutes les don- 
nées obtenues aussi bien par la floculation que par l’étude des 
courbes de précipitation quantitative sont sans signification aucune 
pour l’étude de la réaction entre la toxine et l’antitoxine neutra- 
lisante. Les systémes dont on a examiné le comportement jusqu’ici 
n’ont en effet aucune parenté réelle avec la toxine, et sont ana- 
logues aux systémes accessoires qui ont été éliminés en purifiant 
la toxine jusqu’au stade 3 000-3 200 Lf/mg N. La premiére et Ja 
plus urgente des taches pour élucider ce probléme resterait done 
Vobtention de la toxine sous une forme plus pure. 

Nous pensons personnellement que les préparations réalisées 
par Pope, par nous-mémes et par d’autres auteurs, présentent 
une trés haute pureté. Parmi les préparations de protéine qui ont 
été obtenues dans d’autres domaines (enzymes, hormones), il en 
existe A notre avis bien peu qui satisfassent aux mémes critéres 
de pureté. Ceci n’empéche pas que ces préparations puissent 
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contenir encore une certaine proportion d’impuretés constituées 
par des traces d’autres protéines. Mais nous pensons que ces 
impuretés (tout au moins celles qui seraient immunogénes et 
capables en donnant des anticorps chez l’animal d’intervenir effec- 
tivement comme antigénes accessoires avec le systéme toxine- 
antitoxine) ne représentent au maximum que 5 p. 100 des prépa- 
rations étudiées. 

La deuxiéme conception, celle des sites antigéniques multiples 
et qualitativement distincts, améne & de tout autres projets de 
recherches. Partant des considérations exprimées au dernier alinéa 
du paragraphe précédent, elle nous conduit a considérer que la 
toxine diphtérique peut étre obtenue sous une forme raisonnable- 
ment pure du point de vue immunologique, et que les traces 
d’antigénes accessoires qu’elle contient peuvent étre négligées. 
L’essentiel n’est plus de chercher a éliminer ces derniéres traces, 
mais d’étudier en détail la structure de cette protéine telle qu’on 
peut l’obtenir et de chercher a la décomposer en fragmenis qui 
ne soient plus porteurs que d’un seul type qualitatif de sites anti- 
géniques. 

D’autre part, cette conception a lavantage de se raccorder 
a une interprétation générale de la réaction protéine-antiprotéine 
et aux données nouvelles apportées par Lapresle [89, 40, 44, 42, 
43, 44, 45] dans ce domaine. 

Nous verrons par ailleurs que cette hypothése rend compte sans 
difficulté de l’effet Danysz et de son amplitude maxima, et qu’elle 
permet d’expliquer comment les anticorps neutralisants peuvent 
éventuellement avoir l’apparence d’anticorps non précipitants. 

C’est 4 Vexposé des arguments expérimentaux qui militent ea 
faveur de cette hypothése que nous consacrerons la quatri¢me 
e{ derniére partie de cet exposé. 


IV. DEMONSTRATION DE L’HETEROGENEITE DES ANTICORPS ANTI- 
DIPHTERIQUES. — Le principe des expériences réalisées a été 
présenté dans le méme numéro, par Lapresle [45]. Il consiste 
a faire diffuser contre un sérum antidiphtérique donné, a partir 
de deux centres de diffusion, par la technique Ouchterlony [55), 
(une part la toxine pure, d’autre part le produit de la digestion 
protéolytique ménagée de cette méme toxine. 

Le systéme sérum-toxine donne une seule ligne, le systéme 
<érum-toxine digérée plusieurs lignes distinctes, chacune d’elles 
entrant en coalescence avec la ligne toxine-sérum (réaction d’iden- 
tité), 

Nous avons d’abord utilisé le systeme protéasique complexe 
de Lapresle (extrait de rate 4 pH = 4,0, la digestion étant arrétée 
par ajustement du pH a 7,0). Nous avons trouvé qu’il est difficile 
d’obtenir des extraits de rate d’activité constante et de conser- 


LA REACTION TOXINE-ANTITOXINE DIPHTERIQUES 663 


vation longue. On est done amené A redéterminer pour chaque 
nouvel extrait de rate Jes conditions optima de digestion per- 
mettant d’obltenir une fragmentation toujours la méme de la 
loxine. 

Ces expériences préliminaires ont l’inconvénient de consommer 
de la toxine pure dont la préparation est laborieuse. 

C’est pourquoi nous avons trés vite préféré la technique décrite 
par Pope [66] et qui repose sur l’emploi de la trypsine dont on 
arréte 4 temps choisi l’activité par addition de l’inhibiteur spéci- 
tique [préparé a partir du blanc d’ceuf dans nos expériences] (7). 

Nous avons déterminé d’abord les conditions optima de diges- 
tion protéasique permettant d’obtenir une « toxine digérée » don- 
nant plusieurs lignes avec divers sérums-types (sérums 1451, 441). 

Nous avons utilisé de la trypsine cristallisée commerciale, 
marque Bios [activité : 0,833.10 (T. U.)/mg] en quantité égale 
a 0,1 wg et 0,5 ug par unité Lf de toxine pure. 

La digestion est faite en tampon phosphate 0,150 M de 
pH = 7,61, additionné de NaCl 0,172 M a 37°. La concentration 
en toxine a varié de 360 a 1 000 unités Lf/ml. 

L’inhibiteur de la trypsine préparé selon Linneweaver et 
Murray [47] est ajouté aprés des temps variables (quantité : 2 pg 
pour 1 pg de trypsine). 

La figure 1, pl. I, correspond a la digestion effectuée avec 
0,5 pg de trypsine par unité LI, la figure 2, pl. I, avec 0,1 ug 
de trypsine par unité Lf de toxine. 

On peut voir qu’avec 0,5 we de trypsine par unité Lf, on observe 
deux lignes nettes aprés trente minutes ou une heure de digestion ; 
aprés deux heures trente de digestion, les fragments obtenus ne 
donnent plus qu’une trés faible réaction. 


(7) Dans le cas de la sérumalbumine, Lapresle a montré que la tryp- 
sine ne réalise pas un clivage de la molécule favorable 4 la formation 
de fragments de spécificité immunologique distincte. Pour la toxine 
diphtérique par contre, la trypsine donne de bons résultats. Il est 
bien évident qu’il faut chercher empiriquement pour chaque protéine, 
le mode de dégradation protéolytique ménagée a utiliser. La technique 
d’Ouchterlony et celle d’immunoélectrophorése appliquées aux produits 
de dégradation partielle, avec révélation par divers sérums convenables, 
permet alors de choisir les conditions de dégradation les plus favo- 
rables 4 la séparation souhaitée de fragments & spécificité immuno- 
logique distincte. On dispose de nombreuses variables pour cette 
opération : 

a) Nature de la protéase. 

b) Choix d’un pH assez éloigné du pH optimum. 

c) Température. 

d) Durée d’action. 

e) Rapport enzyme-substrat. 
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Avec 0,1 wg de trypsine par unité Lf, il faut prolonger la 
digestion pour faire disparaitre les fragments précipitants. 

Le pouvoir floculant de la toxine digérée peut étre mesuré 
par la technique de Ramon, en utilisant un sérum de titre connu. 
On recherche le mélange présentant la floculation initiale et l’on 
admet que la quantité d’antigéne présent dans ce mélange corres- 
pond au nombre d’unités de floculation de sérum ajoute. 

Les unités. de floculation de toxine digérée ainsi définies sont 
des unités arbitraires dont la signification n’est pas nettement 
établie, puisque les sérums ont été étalonnés avec un antigéne 
qui n’est pas la toxine digérée mais la toxine intacte. Ces unités 
sont cependant commodes, car elles permettent de comparer les 
toxines digérées entre elles et avec la toxine intacte. 

On constate que le titre floculant de la toxine digérée est tou- 
jours inférieur a celui de la toxine intacte et qu'il baisse pour 
tomber a zéro lorsque la digestion est suffisamment prolongée. 

Dans les conditions de digestion que nous avons finalement 
retenues (0,1 wg de trypsine par unité Lf, 37°, une heure), le titre 
floculant résiduel est en moyenne de 30 p. 100 du titre originel. 

La toxicité disparait beaucoup plus rapidement que le pouvoir 
floculant au cours de la digestion trypsique. 

Tous les sérums hyperimmuns obtenus chez des chevaux A 
Schick négatif donnent deux lignes nettes avec Ja toxine digérée 
(exemples : sérums 341, 441, 1451, mouton n° 5). 

Il en est de méme des sérums commerciaux complexes bruts 
ou digérés par la pepsine (exemple : sérum 906). 

Aux concentrations relatives d’antigene (toxine digérée) et 
danticorps utilisées, voisines de celles de la floculation initiale, 
les sérums obtenus par immunisation de chevaux a Schick positif 
de faible rapport L+/Lf ne donnent qu'une seule ligne de préci- 
pitation avec la toxine digérée (exemple : sérum 825, 39°). 

Ces sérums permettent done d’identifier dans la toxine digérée 
un fragment portant un certain type de motif antigénique (ou de 
motifs antigémiques) que nous désignerons par f,, les anticorps 
correspondants étant désignés par a, (fig. 3, pl. I). 

Le deuxiéme motif antigénique (ou groupe de motifs antigé- 
niques) observable grace aux sérums hyperimmuns de chevaux 
i Schick négatif est désigné par f,, les anticorps correspondanis 
par 4,. 

Les anticorps a, ne sont pas complétement absents des sérums 
type 825, Is sont simplement a concentration trop faible pour 
étre décelés lorsque les concentrations de toxine digérée et celles 
de sérum sont telles que le premier systéme a,-t, est au voisinage 
de l’équivalence et que la quantité de précipité est suffisante pour 
que l’on obtienne une ligne nette. Si l’on emploie des concen- 
trations plus élevées de toxine digérée et de sérum 825, on voit 
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apparaitre la ligne correspondant au systéme a,-t, (identifiée par 
comparaison avec les sérums hyperimmuns de chevaux a Schick 
négatif). 

En utilisant de trés fortes concentrations de toxine digérée et 
de sérum, on peut mettre en évidence un troisiéme systéme a,-t,, 
distinct des deux précédents, les anticorps a, n’étant présents 
que dans certains sérums hyperimmuns (sérum 906, sérums de 
mouton). 

La ligne correspondant & ce troisiéme systéme lorsqu’il est 
présent dans un sérum est toujours peu intense, visible a l’cetl 
nu, mais difficile 4 photographier, quand on utilise comme anti- 
eéne la toxine digérée par la trypsine. 

Deux autres techniques de dissociation de la toxine ont été 
proposées par Pope, la digestion pepsique et le traitement 
alcalin [67]. 

La digestion pepsique ménagée fait apparaitre deux « systémes 
réagissants » distincts. La ligne Ja plus intense observable avec 
la toxine digérée par la pepsine correspond a la ligne la moins 
intense mise en évidence grace a Ja toxine digérée par la trypsine. 

La toxine maintenue 4 pH = 11 pendant trois heures a 35° 
donne deux lignes trés nettes avec les sérums hyperimmuns avides. 
jes deux systémes réagissants ainsi révélés donnent une réaction 
c’identité avec les deux systémes obtenus par la digestion tryp- 
sique (fig. 4, pl. II). 

On peut aussi reconnaitre l’individualité des fragments obtenus 
par digestion trypsique de la toxine diphtérique, en utilisant, 
comme l’a fait Lapresle [40], la technique immunoélectrophoré- 
Lque. 

En appliquant cette derniére a une solution de toxine digérée 
et en assurant le développement par divers sérums antidiphté- 
riques, on peut voir (fig. 5, pl. IL) qu’aux concentrations utilisées, 
le sérum 825 ne réagit qu’avec un seul des fragments obtenus. 

Le fragments t, est le moins mobile des deux. II présente 
a pH = 8,2 une mobilité un peu plus élevée que celle de la 
toxine intacte. Cette derni¢re a, dans les conditions de |’expé- 
rience, une mobilité voisine de celle des o-globulines de cheval. 

Les autres sérums hyperimmuns avides — représentés ici par 
le sérum n° 341 — donnent en plus de la ligne précédente, une 
deuxiéme ligne (t,a,). Le fragment é, est vraisemblablement cons- 
titué par un groupe de substances de mobilité variable, mais 
toujours supérieure a celle de la toxine intacte et voisine de celle 
de la sérumalbumine de cheval. 

Les fragments f, et ft, ont donc des différences de mobilité trés 
importantes que nous pensons pouvoir utiliser pour leur sépa- 
ration. 
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Le fait que le sérum 825 et, d’une fagon générale, les sérums 
non avides de faible rapport L+/Lf présentent une seule ligne 
bien visible, lorsqu’ils réagissent avec la toxine digérée, le rapport 
des concentrations antigéne (toxine digérée)/sérum étant voisin 
de celui correspondant a la floculation initiale, suggérait lhypo- 
thése que le deuxiéme systéme a,-t, correspondait au systéme 
neutralisant. D’autant plus que les sérums de type 825 ne sont 
pas entiérement dépourvus d’anticorps a,, mais en contiennent 
seulement beaucoup moins que les sérums de chevaux a Schick 
négatif. 

Diverses expériences d’épuisement ont alors été effectuées pour 
vérifier cette hypothése. En voici le principe : 

La toxine digérée par la trypsine dans les conditions indiquées 
(0,1 pg de trypsine par unité Lf, 37°, une heure) a perdu presque 
totalement ses propriétés toxiques (tableau XIII). 


TasLeau XIII. 


POUVOIR 


Lifml Kt  DMR.10%/ml_ FLOCULANT pysiatyp DMR/Lt 
RESIDUEL 
Toxine non di- — —_— — — —_ 
gérée . . 400 1 mn 70,8 100 % 100 % 177 000 
Toxine digérée . 150 25 mn 13 BIRD i S3a76 8 600 


Nous avons fait réagir cette toxine digérée avec le sérum 906 
(titre, 1700 Lf/ml et 1500 U.I./ml, L+/Li = 0,88) dans les 
conditions suivantes : sérum, 0,44 ml (748 unités Lf) + toxine 
digérée, 2.5m) (a0 Lint. D.). 

On place ia 45° jusqu’a apparition de la floculation. Le précipité 
formé est éliminé par centrifugation. On constate que le liquide 
surnageant ne contient plus d’anticorps neutralisants (titre infé- 
rieur a 5 U. I./ml). 

La toxine digérée qui ne contient plus par unité Lf que 
4,85 p. 100 de lactivité toxique initiale conserve le pouvoir 
d’éliminer totalement les anticorps neutralisants, une unité Lf de 
toxine digérée éliminant sensiblement une unité internationale 
d’antitoxine (pour un sérum de rapport L+/Lf = 0,88). 

Le surnageant obtenu lors de cette opération, débarrassé de ses 
anticorps neutralisants, entrainés dans le précipité formé par la 
toxine digérée, ne donne plus de précipité ni avec la toxine intacte, 
ni avec la toxine digérée. 

Le sérum 906 contient donc les anticorps a, et a, en proportion 
telle que Vadjonction de toxine digérée élimine simultanément 
ces deux anticorps et le pouvoir neutralisant. 

Une deuxiéme expérience réalisée avec le sérum 825 montre que 
les anticorps a, ne sont pas les anticorps neutralisants. 
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Une préparation de toxine digérée que nous supposerons 
contenir des fragments de spécificité distincte, ¢, i, t, ete., est 
précipitée dans les proportions correspondant a la floculation 
initiale, par du sérum 825. Le liquide surnageant désigné par 
T. D. E. ne contient plus de fragments ¢, : il ne réagit plus avec 
Ie sérum 825 et ne donne plus qu’une seule ligne avec le sérum 906 
(fig. 6, pl. ID). On peut done écrire : 

De be be 

‘La préparation T. D. E. donne encore une réaction en gel avec 
le sérum 906, réaction correspondant au systéme a,-t,. En milieu 
liquide, elle donne avec le sérum 906 un précipité trés fin. 


| 100 SERUM 906 
EPUISEMENT PAR TD E 


Unités /nternationales 
dans le liquide surnageant 


x 

ss 

025 050 0,75 1,00 1,25 150 20 
ml de solution de TDE ajoutes 


Ine Oh 


Si l’on ajoute des quantités progressivement croissantes de cette 
préparation antigénique T.D.E. (= ¢ + ¢,) et qu’on étudie les 
liquides surnageants obtenus aprés élimination du précipité formé, 
on constate que pour une certaine proportion de cet antigene 
ajouté, le surnageant est épuisé en anticorps a, et donne toujours 
la ligne a,. oe 

Lorsque les anticorps a, sont ainsi complétement éliminés, les 
anticorps neutralisants sont aussi éliminés (fig. 5). 

On voit que l’on peut éliminer les anticorps neutralisants par 
précipitation ou coprécipitation avec le systéme a,-t,. La forme 
de la courbe (fig. 5) est intéressante 4 examiner, Les premieres 
additions de T. D. E, éliminent une trés forte proportion d’anti- 
corps neutralisants. Pour réaliser 1’élimination totale, il faut 
employer une quantité relativement élevée de T. D. E. ; 

Apres cette opération, on obtient une préparation : 906-E qui 
continue A donner avec la toxine digérée la ligne correspondant 
au systéme a,-t, (fig. 6, pl. IJ). 

Tous ces faits concordent a établir que les anticorps a, sont 
distincts des anticorps neutralisants. 
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On peut, a partir de cette donnée expérimentale, faire diverses 
hypothéses en ce qui concerne la nature des anticorps neutralisants. 

1° Les anticorps neutralisants a sont identiques aux anticorps 4). 

2° Les anticorps a, sont des anticorps précipitants non neutra- 
lisants, analogues aux anticorps a,, mais dirigés contre un autre 
motif antigénique f, distinct des motifs f, et f. Les anticorps a 
sont coprécipités avec le systéme a,-f,. 

3° Il existe deux types différents d’anticorps neutralisants, 4, 
el a. 

I] est difficile pour l’instant d’apporter une preuve décisive en 
faveur de l’une de ces trois hypothéses. 

Nous voudrions seulement présenter ici un certain nombre 
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d’arguments, a vrai dire indirects, en faveur de l’existence d’anti- 
corps a, spécifiquement neutralisants, et incapables de donner 
directement une réaction de précipitation, soit avec la toxine 
intacte, soit avec la toxine digérée. 

La nature neutralisante ou non neutralisante des anticorps «a, 
ne pourra étre établie que par des expériences ultérieures. 


Etude de la réaction de précipitation quantitative entre la toxine 
digérée et divers sérums antidiphtériques. 


Nous avons, aprés digestion standard, déterminé le titre flocu- 
lant (unités Lf T. D.) de nos préparations et établi les courbes de 
précipitation quantitative, avec des quantités d’antitoxine égales 
a 400 LfA. Le volume total était de 5 ml et les conditions générales 
analogues 4 celles employées pour |’établissement des courbes avec 
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la toxine intacte. Quatre sérums ont été étudiés : 825-39°, 
441 fin-43°, 1451 fin-82°, 906. 


Nous avons cherché dans les surnageants les anticorps en exces 
capables de réagir par précipitation spécifique en gel avec ia 
toxine intacte et la toxine digérée ainsi que les antigénes en 


excés. Ces derniers ont été détectés : 

1° De facon classique, par emploi du sérum homologue (sérum 
étudié) ; 

2° Par emploi d’un sérum hétérologue. 

Le sérum 825, grace a sa teneur élevée en anticorps a,, permet 


SERUM 906 [T.D] 
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de rechercher les antigénes ¢, dans les surnageants obtenus avec 
les sérums 441, 1451, 906. 

Le sérum 906, riche en anticorps a,, permet inversement !a 
recherche des antigénes f, dans les surnageants obtenus avec le 
sérum 825. 

L’examen des figures 6 et 7 montre que pour les sérums 1451] 
et 906, les courbes obtenues avec la toxine digérée et avec !a 
toxine intacte ont des formes analogues avec le systéme d’unités 
employé en abscisses (unités Lf de loxine digérée pour la toxine 
digérée, unités Lf de toxine intacte pour la toxine intacte). 

On remarquera cependant un certain nombre de différences 
intéressantes. 

Dans le cas de la toxine digérée, il est évident que la courbe 
résulte de la superposition de deux systémes précipitants qui ont 
chacun une zone d’équivalence distincte. 
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Cette zone débute & peu prés au méme point (correspondant 
4 un rapport TD/s¢rum = 0,25). Mais Ja fin de cette zone, marquée 
par l’apparition dans les surnageants d’un excés d’un des anti- 
genes, occupe une position différente pour les deux systémes. 

L’exces d’antigene f, apparait beaucoup plus tot que l’excés 
d’antigéne f,. 

L’écart entre les deux points d’équivalence est beaucoup plus 
important dans le cas du sérum 906 constitué par un mélange de 
sérums digérés que dans celui du sérum 1451. 
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Pour les sérums 825 et 441 (fig. 8 et 9), les courbes de préci- 
pitation avec la toxine digérée sont nettement plus basses que 
les courbes avec la toxine intacte. On note aussi l’existence de 
plusieurs points d’équivalence. 

Le taux d’anticorps a, est élevé, quoique inférieur a celui des 
anticorps a, pour le sérum 441. 

Le sérum 825 est de tous les sérums étudiés le plus pauvre en 
anticorps 4). 

Le calcul de l’azote anticorps est compliqué par les résultats 
que nous venons d’exposer. La détermination exacte de la teneur 
de nos différents sérums antidiphtériques en anticorps a, 4,, a,, 
ne sera en effet possible que lorsque nous disposerons de pré- 
parations ne contenant chacune qu’un seul type de fragments (, 
Un OW ec 
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Notons dés a présent que I'hétérogénéité certaine des sérums 
antidiphtériques enléve beaucoup de signification aux détermina- 
tions que nous avons faites du taux d’azote total précipitable 
correspondant une unité Lf d’antitoxine. Les valeurs ym obte- 
nues expérimentalement correspondent en effet a trois ‘systémes 
Wanticorps : a, a,, @, au moins. 

De plus, l’un d’entre eux (anticorps a,) joue un réle prépondé- 
rant dans la réaction de précipitation, puisque tous les sérums 
paraissent en contenir un taux plus élevé. Or, ces anticorps a, 
sont apparemment dépourvus de pouvoir neutralisant. 
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RESUME ET CONCLUSIONS. 


Nous essayerons, pour finir, de réunir toutes les observations 
que nous avons faites en les regroupant autour d’une théorie 
simple et générale, que l’on peut présenter sous la forme sul- 
vante : 

La toxine diphtérique, comme la plupart des protéines, contient 
plusieurs sites antigéniques distincts que nous proposons de dési- 
gner par t,, é,, ft, etc. Il existe au moins trois types qualitative- 
ment distincts de ces sites sur une molécule de toxine diphtérique. 
Le site ¢ est étroitement associé au groupement particulier qui 
est aussi responsable de la toxicité. Il parait probable que le 
site antigénique ¢ n’est pas le groupement toxique lui-méme, 
puisque la toxicité peut étre éliminée, en particulier aprés action 
du formol, sans que la disposition caractéristique du groupe f¢ soit 
changée de facon appréciable. 
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En fait, dans ignorance ot nous sommes des détails de struc- 
ture relatifs au site ¢ et au groupement responsable de la toxicité, 
i] vaut mieux laisser en suspens tout essai de représentation 
exacte. L’hypothése nous parait plus utile, formulée en ses 
termes les plus vagues qu’agrémentée de fausses précisions. 

Le groupe ¢, lorsqu’il est présent sur la molécule de toxine ou 
d’anatoxine, donne naissance chez |’animal a des anticorps neutra- 
lisants que nous proposons d’appeler anticorps a. 

Le groupe ¢, donne naissance 4 des anticorps précipitants et 
non neutralisants : anticorps a,, le groupe ft, 4 des anticorps pré- 
cipitants : anticorps dy. 

Un point trés important reste 4 préciser : quel est le nombre 
minimum de groupes semblables ¢,, f,, f, sur la molécule de toxine 
diphtérique ? La déterminalion expérimentale de la _ valence 
maxima de l’antigéne ne nous fournit qu’une évaluation globale 
de la somme des valences, sans permettre en général de distinguer 
leur caractére qualitatif. 

Cetle valence maxima a été trouvée égale 4 8 ou 12, dans !e 
cas des sérums a y-antitoxine (tableau XIV). Ce chiffre est obtenu 
par extrapolation de la courbe A/T (rapport moléculaire anti- 
corps/toxine dans le précipité). 

Dans le cas de la fraction S 1 du sérum 825, on trouve ainsi 
la valeur 8 pour la valence maxima. Le sérum 825 étant plus riche 
en anticorps a, qu’en anticorps a,, la valence de la toxine pour 
les groupes ft, doit étre supérieure a 4 (8). 

La valence de t, ne représente qu’une évaluation minima du 
nombre des groupes ¢,, des empéchements stériques pouvant 
éventuellement intervenir pour limiter le nombre d’anticorps 
susceptibles d’entrer en combinaison avec les groupes ft, placés 
sur la molécule. 

Quelle que soit la valeur de ces pronostics faits sur la structure 


(8) Bien que nous admettions pour simplifier, que les motifs t, sont 
identiques entre eux, on ne peut pas considérer ce point particulier 
comme établi par nos expériences. On peut en effet supposer aussi que 
les fragments de molécules de toxine présentant la spécificité « t, » 
doivent leur aciivité antigénique 4 une famille de groupes antigéniques 
t’,, E,, t’, etc., distincs les uns des autres mais seulement caractérisés 
par leur éloignement, sur la molécule, du site t. 

II s’agit 14 d’un point particulier qui nécessitera une longue et difficile 
étude, mais qu’il parait essentiel d’élucider. En établissant l’identité des 
groupes f, entre eux, on prouverait en effet ]’existence de restes d’amino- 
acides A reproduction périodique sur la molécule de toxine. 

Nous ne disposons que d’un argument trés indirect en faveur de 
Videntité des groupes t, sur une molécule de toxine. Comme il est tiré 
de l’étude de la réaction toxine-antitoxine tétaniques, nous n’en par- 
lerons pas ici. 
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o la molécule de toxine, il n’en reste pas moins établi sur des 
ases purement immunologiques, que les sites f, et les anticorps a, 


TABLEAU XIV. 


Valence maxima de T 


341Début 
441 Début 


444-5 1 n° 1 
441-5 i n° 2 


441-S 1 n° 3 


jouent un rdle prépondérant dans les combinaisons en excés 
d’anticorps dans tous les sérums que nous avons examinés. 

D’autre part, si l’on admet sous une forme ou sous une autre, 
la théorie du réseau, il est nécessaire, pour qu’un antigéene donne 
un précipité spécifique avec un anticorps bivalent, qu’il comporte 
au moins deux sites antigéniques identiques. 
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Les fragments f, et f, obtenus par digestion trypsique ménagée 
donnant des lignes nettes de précipitation avec de nombreux 
sérums, on peut dés lors admettre que les groupes f, (comme les 
groupes #,) sont au moins en nombre égal a 2 sur les fragments 
séparés par digestion et done sur la molécule intacte. 

Reste le probleme du nombre des groupes ¢ sur cette méme 
molécule. 


On peut faire deux hypotheses a ce sujet : 
1° Le groupe f est unique ; 
2° Il existe plusieurs groupes ¢ par molécule. 


Nous avions accepté cette deuxiéme hypothése antérieurement, 
sans la formuler de fagon explicite, en supposant qu’un des sys- 
témes précipitants observable dans la réaction entre la toxine 
digérée et les sérums antidiphtériques correspondait au systeme 
neutralisant (87, 95]. 


Cette hypothése conduit a identifier les anticorps neutralisants 
aux anticorps a,. 

Le pouvoir neutralisant d’un sérum est en effet d’autant plus 
élevé que sa teneur en anticorps a, est plus forte d’une part. 
D’autre part, |’élimination sous forme de précipité spécifique 
des anticorps a, par une toxine digérée privée de fragments (, 
(T. D. E.) est accompagnée de l]’élimination simultanée du pou- 
voir neutralisant. 

Divers arguments, tirés de l’étude de sérums de mouton hyper- 
immuns [98] de rapports L+/Lf trés élevés, préparés par van 
Triet [440] nous aménent a penser que cette explication représente 
probablement une simplification de Ja situation réelle. 

Dans l’incapacité o& nous sommes encore de rendre compte de 
tous les aspects du probléme, nous voudrions examiner ici les 
conséquences de la deuxiéme hypothése envisagée, 4 savoir que 
le site antigénique ¢ porteur du groupe toxique est unique sur la 
molécule de toxine. 

Les anticorps strictement spécifique pour ce site, s’ils existent, 
ont été appelés dans cet exposé, anticorps a. 

Le systéme aT ne peut donner (lorsque les anticorps a ne sont 
pas accompagnés d’anticorps a, ou a, ou a,) que des combinai- 
sons solubles. Si les anticorps a sont bivalents, les seules combi- 


naisons possibles sont aT et aT*®. Toutes deux sont neutres et 
solubles. 


Cette particularité rend compte parfaitement du phénoméne de 
Danysz et de son amplitude maxima. Cinader [14] a montré pour 
la toxine Perfringens a, que c’est lorsque dans un premier temps, 
on a ajouté 50 p. 100 de la quantité d’anticorps capable de neu- 
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traliser une quantité donnée de toxine, que effet Danysz est 
maximum. 

Par ailleurs, cette hypothése a une deuxieéme conséquence. Si 
un sérum ne contient que des anticorps a, il est neutralisant ct 
non précipitant sans que l’on soit obligé d’admettre que cette pro- 
prieté résulte d’une structure particuliére des anticorps fo1més 
(monovalence ou caractére spécial de solubilité par exemple). 

Par contre, lorsque le sérum contient des anticorps a, ou a, 
én méme temps que des anticorps a, ces derniers sont copréci- 
pités, lorsqu’on ajoute de la toxine intacte. 

Le caractére non précipitant des anticorps a résulterait, non 
de la monovalence de l’anticorps, mais de la monovalence de 
antigéne pour le site antigénique particulier (t) contre lequel 
ils sont dirigés. 

Cette conception rend compte de résultats parliculiers obtenus 
par Pope [64] qui a pu, par des absorptions partielles effectuées 
avec des toxines modifiées, éliminer de certains sérums tous les 
anticorps précipitants et obtenir ainsi des préparations d’anti- 
toxine antidiphtérique neutralisante non précipitante. 

La démonstration expérimentale directe de cette hypothése 
parait a premiére vue aisée. On peut envisager deux voies 
d’abord : 

1° Séparer par voie physico-chimique des fragments de la 
molécule de toxine ne contenant les uns que le groupe f, les autres 
que des groupes ¢,, les troisiémes que des groupes f,, etc., *t 
étudier la réaction observable entre ces fragments immunologi- 
quement purs et les divers types de sérums antidiphtériques. 


2° Détruire sélectivement certains des groupes antigéniques, en 
particulier le groupe f, sur la molécule intacte de toxine. 

Nous pensions qu’il serait facile de détruire le groupe ¢, car 
on sait que la toxicité est associée a une structure relativement 
fragile sur la toxine, structure qui disparait par |’action d’agents 
dénaturants divers. Dans les quelques essais que nous avons 
réalisés, les groupes ¢, et f, ont disparu en méme temps que les 
groupes f, sous l’influence des agents dénaturants. 

Les essais de séparation des fragments f, f,, f, par chromato- 
graphie sur phosphate de calcium ou sur DEAE-cellulose n’ont 
pas donné non plus les résultats escomptés. Nous avons 
obtenu de tres nombreuses sous-fractions, mais aucune n’était 
pure du point de vue immunologique, d’aprés les résultats des 
précipitations spécifiques en gel. 

De nouvelles et longues recherches sont donc encore nécessaires, 
dont les résultats permettront seuls de choisir parmi les hypo- 
théses envisagées, celles qui correspondent a la réalité. 
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LA REACTION HAPTENE-ANTIHAPTENE 


par J.-M. DUBERT. 


(Institut Pasteur) 


L’intérét du systéme hapténe-antihapténe réside essentiellement 
dans le fait que la nature, le nombre et les relations spatiales des 
groupements qui peuvent étre intéressés par les liaisons spéci- 
fiques sont parfaitement connus. 

‘L’analyse de tels systemes par les méthodes classiques de pré- 
cipitation a permis d’établir sans ambiguité certaines propriétés 
fondamentales des populations d’anticorps. Au cours de ces der- 
miéres années de nouvelles méthodes d’analyse ont été appliquées 
a l’étude des anticorps antihapténes, en particulier la méthode 
de dialyse a Véquilibre qui permet de définir les caractéristiques 
physicochimiques de la combinaison réversible entre hapténes 
et anticorps et la méthode de fractionnement en présence d’adsor- 
bants spécifiques solides. Nous envisagerons successivement les 
méthodes analytiques qui ont été développées pour l’étude des 
systémes hapténe-antihapténe et les principaux résultats qui ont 
pu ainsi ¢tre obtenus, en insistant sur quelques problémes posés 
par ces études. 


METHODOLOGIE. 


Trés généralement, les anticorps antihapténes sont obtenus ez 
réponse a J’injection d’antigenes complexes constitués d’une 
partie protéique a laquelle a été chimiquement fixé I’hapteéne. 
La réaction de diazotation a été largement utilisée par les immu- 
nologistes, depuis les travaux de Landsteiner, pour coupler 
aux protéines des amines aromatiques diversement substituces. 
D’autres techniques applicables a des hapténes de différentes 
natures ont élé proposées. Quel que soit le systeéme particulier 
envisagé, les antisérums obtenus en réponse a ces antigénes 
complexes contiennent au moins trois types d’anticorps : les anti- 
corps spécifiques de la protéine originale non conjuguée, les anti- 
corps adaptés au groupe hapténique et sans doute a la partie 
adjacente de la protéine, et des anticorps spécifiques des struc- 
tures protéiques altérées par suite de la conjugaison avec 
’hapténe. Il importe que les méthodes utilisées pour l'étude des 
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anticorps antihapténes fassent intervenir uniquement ces anli- 
corps a l’exclusion des anticorps antiprotéines simultanément 
obtenus au cours de l’immunisation. Cette exigence est prati- 
quement satisfaite lorsque des tests de précipitation sont réalisés 
entre l’immunsérum et un hapténe couplé a une protéine entié- 
rement différente de la protéine utilisée comme antigéne, ou 
lorsque l’on étudie l’inhibition par divers hapténes de la réaction 
de précipitation entre l’immunsérum et la protéine conjuguée 
ulilisée comme antigéne. Ces méthodes ont été décrites par 
Landsteiner [4] et, utilisées uniquement de facon qualitative, elles 
ont permis a cet auteur de définir les caractéristiques fondamen- 
tales de ces systémes. Ces techniques sont susceptibles d'une 
analyse quantitative, et les travaux de Pauling, Pressman et 
Grossberg [2] nous en apporteront un exemple. 

La méthode la plus directe cependant consiste a étudier la 
combinaison entre l’anticorps et Vhapténe par la technique de 
dialyse a l’équilibre. Les complexes formés entre les anticorps 
et lhapténe sont solubles et, par Vartifice de la membrane per- 
méable seulement aux petites molécules, il est possible de déter- 
miner la quantité d’hapténe lié aux anticorps pour différentes 
concentrations d’hapténe libre, lorsqu’est atteint l’équilibre entre 
les deux compartiments séparés par la membrane. Ces données 
expérimentales permettent de calculer la constante d’association 
du systeme hapténe-anticorps antihapténe et l’énergie libre de 
cette association. 

C’est en 1932 que Marrack et Smith [8] ont appliqué pour ta 
premiére fois cette technique a l’analyse d’anticorps antihapténes. 
Ces auteurs ont montré que les globulines d’un animal hyper- 
immunisé avec une azoprotéine se combinent spécifiquement 
a Thapténe. En 1933, Haurowitz et Breinl [4] mettaient de la 
méme fagon en évidence la combinaison de l’acide arsanilique 
avec un antisérum spécifique. Plus récemment, Eisen et Karush 
(1949) [5], Carsten et Eisen (1955) {6}, Karush (1956 et 1957) [7, 8], 
Nisonoff et Pressman (1958) [9, 40], ont apporté, grace a cette 
méthode quwils ont grandement améliorée, une série de détermi- 
nations précises. 

Je décrirai briévement le dispositif que j’ai utilisé (Dubert, 
These (44}) : il ne différe de celui décrit par Karush et par Eisen 
que par un certain nombre de détails techniques. 

Ce dispositif symétrique (Cf. Thése, p. 69) consiste en l’assem- 
blage de deux éléments identiques séparés par une membrane 
de dialyse. Chaque élément est simplement la partie supérieure 
de bouteilles utilisées pour le conditionnement de la pénicilline. 
La cohésion de l’ensemble est assurée par une pince munie d’un 
fort ressort. Chaque pince est ensuite fixée au pourtour d’une 
roue a axe horizontal tournant a la vitesse d’environ 3 tours par 
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minute, L’agitation est poursuivie jusqu’a ce que l’équilibre entre 
les deux compartiments soit atteint. Ce temps est fonction de la 
température a laquelle est réalisée l’expérience. Les mémes 
quantités d’hapténe et de globulines sont distribuées, sous un 
méme volume, dans chacun des deux compartiments, mais dans 
le premier compartiment se trouvent les globulines a analyser 
provenant d’un animal immunisé; dans le second compartiment 
des globulines provenant d’un animal non immunisé. 


L’analyse graphique des résultats obtenus par ces détermina- 
tions d’équilibre effectuées a différentes concentrations d’haptene 
libre permet de définir quantitativement l’affinité des sites spéci- 
fiques des anticorps pour l’hapténe. Nous supposerons au cours 
des calculs suivants que tous les sites spécifiques des anticorps 
ont la méme affinité pour Vhapténe et que la liaison d’un site avec 
Vhapténe ne modifie pas laptitude a réagir des autres sites pré- 
sents sur la méme molécule. Ces hypothéses n’ont d’autre justi- 
fication que de simplifier l’analyse du phénoméne. L’écart entre 
les prévisions théoriques et les faits observés réduira Vhétéro- 
généité éventuelle de la population d’anticorps. 

La relation (1) rend compte de la réaction réversible de fixation 
de Vhapténe au niveau des sites spécifiques : 


PM + Ci=+rM (1) 


Le symbole C représente la concentration d’hapténe libre, 
M Ja concentration des anticorps, r le nombre moyen de sites hés 
4 un hapténe par molécule d’anticorps et r’ le nombre moyen 
de sites libres par molécule d’anticorps. Soit n le nombre de sites 
spécifiques par molécule d’anticorps, on a: 


eee Fer (2) 
et par conséquent a l’équilibre : 


ee her) ee (3) 


“D 


e 7 
ou 
r : 4) 
nant Set 
(n-r) C : 


selon que l’on considére la constante de dissociation hy ou la 
constante d’association K, . 

L’analyse peut dés lors étre conduite de la maniére décrite 
par Scatchard (1949) [42]. Par transformation de l’équation (4), 


on obtient : i a 
r/C =n.K,—r.K, (5) 
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Si l’on porte les valeurs de R en abscisses et de r/C en ordon- 
nées, on doit obtenir une droite de pente — Kk, coupant l’axe 
des abscisses pour une valeur de r égale a n. C’est cette analyse 
eraphique des résultats qui a été utilisée par Karush et Eisen : 
Vintersection avec l’axe des abscisses a lieu pour une valeur 
égale a 2, mais la courbe obtenue n’est pas une droite, ce qui 
traduit Vhétérogénéité des sites quant 4 leur affinité pour Vhap- 
téne. Si la valeur de C est une donnée expérimentale immeédiate 
— c'est la concentration d’hapténe dans le compartiment oti ne 
se trouvent pas les anticorps — les valeurs de r ne peuvent étre 
calculées que si l’on connait la quantité d’anticorps présents. La 
détermination graphique de K, est indépendante de cette quantité 
d’anticorps puisque les valeurs portées en abscisses et en ordon- 
nées sont inversement proportionnelles a cette quantité. 

Les travaux de Karush ont été effectués avec des solutions 
praliquement pures d’anticorps obtenus par élution d’un precipité 
spécifique a l’aide d’une solution concentrée d’haptene ; la quantité 
d’anticorps était ainsi exaclement déterminée. La nécessité d’une 
purification préalable des anticorps présente inconvénient d’implhi- 
quer une sélection des anlicorps : des anticorps de faible affinité 
peuvent ne pas précipiter (Eisen, Carsten et Belman [43]); des 
anticorps d’affinité particulierement élevée peuvent ne pas étre 
élués du précipité spécifique. 

L’expression graphique que nous proposons [44] n’implique 
pas une détermination indépendante de la quantité d’anticorps 
réagissants. 

Une donnée expérimentale directe oblenue par dialyse a l’équi- 
libre est le rapport R entre la concentration d’hapténe dans Je 
compartiment contenant les anticorps et la concentration d’hap- 
tene dans autre compartment. La concentration dans le premier 
compartiment est égale a la somme de la concentration d’hapténe 
libre C et de la concentration des hapténes liés aux anticorps 
soit M la concentration molaire des anticorps, et r le nombre 
Vhapténes hés a chaque molécule d’anticorps, on a: 


r+ 
hes M abe (6) 


est égale au rapport de la concentration d’hapténe lié aux anti- 
corps a la concentration d’hapteéne libre : 


_ M. r (7) 
pew 
G y= il 


En retranchant 1 4 R on obtient une nouvelle valeur, 9, qui 


io} 


Des équations (3) et (7) ont tire la relation suivante : 


C= nM IR (8) 
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C et I/e sont des données expérimentales. Si l’on porte en 
abscisses les valeurs de 1/g et en ordonnées les valeurs de Ox 
la courbe doit étre une droite dont la pente est égale & la molarité 
des sites spécifiques (nM) et dont Vintersection avee laxe des 
ordonnées définit la valeur de — K,. 

Cetle analyse ne permet pas de définir n ou M mais seulement 
le produit nM. Il serait intéressant d’obtenir simultanément 
par une méthode indépendante la valeur de M pour en déduire 
la valeur de n. Quoi qu’il en soit le produit nM a en lui-méme 
une signification simple : il exprime la concentration molaire des 
sites. 

Trés récemment, Nisonoff et Pressman (1958) [9, 10} ont étudié 
graphiquement les résultats de dialyses a l’équilibre en portant 
en abscisses Vinverse de la concentration d’hapténe libre et en 
ordonnées V’inverse de la concentration d’hapténe lié aux anti- 
corps. Cette analyse présente également |’avantage de ne pas 
nécessiter une délermination indépendante de la quantité d’anti- 
corps et de caractériser l’hétérogénéité des anticorps a partir de 
données expérimentales immédiates. Cependant la pente des 
droites ou des courbes ainsi obtenues ne présente pas une signi- 
fication simple. Selon la notation que nous avons employée, |’équa- 
tion utilisée par ces auteurs s’écrirait : 


FAs (noel 
nM (C) nM 


(1/C Q) = 


La pente est donc fonction a la fois de K, et de nM. Il suffit 
de multiplier les deux termes de cette équation par n MC pour 
retrouver l’équation (8). Exprimée avec les mémes symboles, 
Véquation de Scatchard (5), aprés multiplication par (KX, M/o), 
devient également identique a cette équation (8). 

Supposons l’existence de deux solutions d’anticorps de méme 
spécificité, mais de concentrations et de constantes d’affinité diffé- 
rentes. Chaque solution, par l’analyse graphique que nous propo- 
sons, sera caractérisée par une droite. Si par le méme procédé 
nous analysons un mélange de ces deux solutions, on obtient 
une courbe, qu’il est d’ailleurs possible de construire a partir 
des deux droites précédemment obtenues. Inversement, l’obtention 
d’une courbe non rectiligne traduit Vhétérogénéité des anticorps 
analysés. 

Il convient ici d’insister sur le fait que dans Je cas oti la popu- 
lation d’anticorps est hélérogéne, les anticorps de haute affinité 
masquent les anticorps d’affinité faible. Pour une concentration 
donnée d’hapténe libre, la fraction des anticorps combinés a 
Vhapténe est de 50 p. 100 si les anticorps ont pour cet haptene 
une constante de dissociation égale a cette concentration. Cette 
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fraction est égale a 91 p. 100 si la constante de dissociation est 
dix fois plus faible, et 4 9 p. 100 si la constante de dissociation 
est dix fois plus élevée. L’analyse effectuée 4 des concentrations 
dhapténe tres faibles porte donc essentiellement sur les anti- 
corps de haute affinité. 

L’analyse que nous venons de développer s’applique au cas 
ot. l’équilibre est déterminé en présence de différentes concen- 
trations d’un méme hapténe. I] est possible également d’étudier 
inhibition de la fixation d’un hapténe donné par des concentra- 
tions croissantes de divers analogues structuraux de cet hapténe. 
Cette technique permet de mettre en évidence l’existence d’affinités 
extrémement faibles pour certains des analogues alors qu’aucun 
déplacement d’équilibre ne serait susceptible de se manifester par 
une mesure directe. 

Le recours a la méthode d’inhibition est indispensable pour 
un analogue structural dont il n’est pratiquement pas possible 
de mesurer les concentrations, toujours faibles, dans chacun des 
compartiments. L’effet inhibiteur de cet analogue sur la fixation 
d’un autre hapténe n’en est pas moins mesurable. Afin de 
déterminer une valeur moyenne de la constante d’association, 
Karush [7] utilisait des concentrations d’hapténe homologue et 
d’inhibiteur telles que les quantités de ces deux substances liées 
aux anticorps soient du méme ordre. Si, par contre, comme nous 
l’avons proposé, lhapténe dont on mesure la fixation est présent 
& une concentration extrémement faible, la fraction des sites spé- 
cifiques qui se trouvent a un instant donné en haison avec |’hapténe 
est faible ; s'il existe une population de sites caractérisés par des 
affinités différentes pour cet hapléne, ce seront naturellement les 
sites 4 forte affinité qui seront engagés préférentiellement dans 
cette haison. L’étude effectuée dans ces conditions par la technique 
inhibition porte donc électivement sur les anticorps qui ont 
pour Vhapténe choisi l’affinité la plus élevée, et cela sans aucun 
épuisement ni fractionnement préalable des globulines. Les pro- 
priétés de composants mineurs d’une population d’anticorps sont 
ainsi susceptibles d’étre mises directement en évidence. La validité 
de cette méthode d’analyse et sa sensibilité sont démontrées par 
des expériences de reconstitution. Des globulines obtenues en 
réponse a linjection de deux azoprotéines de structure voisine 
sont méJangées en proportion variable. Le composant mineur est 
aisément détecté par cette méthode, méme s’il représente seule- 
ment 1 p. 100 de Ja totalité des anticorps présents dans le 
mélange [44]. 

I] faut mettre en paralléle avec les études effectuées par dialyse 
& léquilibre les expériences réalisées par Doty et Epstein [44], 
grace 4 la méthode de diffusion latérale de la lumiére. Dans ce 
cas, les hapténes sont polyvalents et l’agrégation des globulines 
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spécifiques provoquée par ces haptéenes est quantitativement 
mesurée par la lumiére diffusée. 

Nous avons mentionné l'utilisation faite par certains auteurs 
de préparations purifiées d’anticorps antihapténes. La relative 
facilité avec laquelle de telles préparations peuvent étre obtenues 
nous parait étre un des aspects méthodologiques caractéristiques 
de l'étude des anticorps antihaptenes. 

De trés nombreuses méthodes ont été décrites qui permettent 
d’obtenir une grande variété d’anticorps dans un état d’assez 
grande pureté. I] s’agit soit de méthodes spécifiques, impliquant 
dans une premiére étape la combinaison des anticorps avec l’anti- 
géne, soit de méthodes non spécifiques. Dans un cas comme dans 
autre, les problémes posés par cette purification ne sont pas 
susceptibles d’une solution générale et les solutions apportées, 
souvent ingénieuses, dépendent de quelque propriété singuliére 
des anticorps ou des antigénes particuliers envisagés. Une revue 
trés compléte a ce sujet a été faite récemment par Cann [45]. 
Dans le cas des anticorps antihapténes, les méthodes spécifiques 
peuvent étre appliquées dans des conditions particuliérement favo- 
rables. ‘Les anticorps antihapténes sont tout d’abord précipités, 
a l’exclusion des anticorps antiprotéines obtenus simultanément 
au cours de l’immunisation, soit par un hapténe polyvalent, soit 
par l’hapténe conjugué a une protéine différente de celle utilisée 
pour synthétiser l’'antigéne complexe. La dissociation du précipité 
est aisément réalisée en présence d’une concentration suffisante 
d’hapléne, a pH neutre, et par conséquent sans danger de dénatu- 
ration. L’étape suivante consiste a séparer les anticorps de I’anti- 
géne et de |’hapténe présents. Dans ce but l’insolubilité des azo- 
composés en milieu acide ou en présence de sels de baryum a été 
utilisée [46, 17, 18]. L’hapténe lui-méme est éliminé par dialyse 
prolongée des anticorps obtenus. Karush a utilisé le fibrinogéne 
conjugué a l’hapténe comme anligéne précipitant et a pu ainsi, 
apres dissociation, précipiter cet antigéne par le sulfate d’ammo- 
nium a une concentration de 0,8 M puis, secondairement, les 
anticorps eux-mémes a une concentration de 2 M. Dans ce dernier 
procédé, & aucun moment n’intervient un traitement susceptible 
de dénaturer les anticorps. 

Les anticorps antihapténes peuvent étre purifiés également a la 
suite de leur adsorption a un antigéne complexe insoluble. Aprss 
dissociation, une simple centrifugation permet de séparer les anti- 
corps. Ce principe a été pour la premiére fois appliqué par 
Landsteiner et Van der Scheer [49], l’adsorbant étant des stromas 
de globules rouges couplés a l’hapténe par diazotation. L’oval- 
bumine coagulée par la chaleur et diazotée a été utilisée comme 
adsorbant par Lerman {20}. 

Une solution particuliérement élégante a ce probléme a été 


686 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


apportée par Campbell, Luescher et Lerman (1951) [24] et par 
Lerman (1953) [22]. L’adsorbant est de la poudre de cellulose 
chimiquement couplée & Vhapténe. L’addition 4 chaud en milieu 
alcalin d’a-bromo-p-nitrotoluéne entraine la fixation a la cellulose 
du radical nitrotoluéene. Apres réduction en groupements amino- 
toluene, le sel de diazonium est formé et, par son intermédiaire, 
la cellulose est couplée au résorcinol. Il est dés lors possible de 
fixer l’hapténe au composé ainsi formé par une réaction de diazo- 
tation. Si on fait passer A travers une colonne de cellulose ainsi 
traitée un antisérum ou les globulines séparées A partir de ce 
sérum, les anticorps antihapténes sont retenus sur la colonne et 
les protéines sans affinité pour Vhapténe sont éliminées par lavage 
avec une solulion tampon ou de l’eau physiologique. Les anti- 
corps antihapténes peuvent ensuite étre élués par une solution 
concentrée d’hapténe puis séparés de Vhapténe par dialyse. Nous 
avons utilisé cette méthode pour séparer les anticorps antihapteénes 
& partir d’un sérum anti- azoprotéine. Alors que l’antisérum conte- 
nait des anticorps antiprotéine qui provoquaient une hémagelu- 
tination passive 4 la dilution 1/10 000, la préparation d’ anticorps 
antihapténe oblenue a partir de ce sérum n’ageglutinait pas les 
hématies tannées et sensibilisées avec la protéine antigénique. Le 
titre était cerlainement inférieur a 1/10: les protémes non spéci- 
fiques pour Vhapténe, sil en existait dans cette préparation, 
représentaient moins dun milliéme des protéines présentes dans 
un méme volume d’antisérum. Cette méthode d’adsorption permet 
donc, en une seule étape et sans risque de dénaturation, d’obtenir 
des préparations hautement purifiées d’anticorps. Elle semble 
susceptible d’un emploi trés général. 

L’élution fractionnée des anticorps adsorbés peut également 
constituer une méthode analytique de choix. Défini par Ler- 
man 22], ce type d’analyse n’a cependant donné lieu jusque-la 
a’ aucune étude systématique. L’emploi de globulines de haute 
radioactivité spécifique apporterait une grande sensibilité a de 
semblables analyses. 

Par les différentes méthodes de purification que nous venons 
de décrire, des préparations trés purifiées d’anticorps ont été 
obtenues. I] faut remarquer que ces préparations analysées par 
une technique rigoureuse ne se sont qu’exceptionnellement révé- 
lées entiérement précipitables par Vantigene. Ces résultats sug- 
gérent plutot Vexistence d’anticorps non précipitants que la 
présence de protéines non spécifiques entrainées avec les anticorps 
antihaptenes au cours du processus de purification. Ces techniques 
ouvrent une voile d’abord nouvelle pour |’étude de ces anticorps. 

Les conditions d’immunisation doivent étre briévement envisa- 
gées. Tous les travaux sur les anticorps antihapténes ont été 
réalisés a partir d’immunsérums obtenus par hyperimmunisation, 
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en général a la suite d’injections bi- ou tri-hebdomadaires pour- 
sulvies pendant plusieurs semaines. I] ne semble pas que des 
anticorps antihaplténes soient déteclables aprés une breve immu- 
nisation, contrairement a ce que l’on observe pour les anticorps 
antiprotéines. Cependant, aprés une hyperimmunisation avec, par 
exemple, une azoprotéine, les quantités d’anticorps antihaptenes 
et d’anticorps antiprotéines sont du méme ordre. Les raisons de 
ces différences restent obscures. 

Par définition les hapténes sont des substances qui sont suscep- 
libles de réagir avec les anticorps spécifiques, mais qui ne peuvent 
provoquer a eux seuls la formation d’anticorps. Nous avons vu, 
en effet, qu'il est nécessaire de les coupler chimiquement a des 
protéines, qui peuvent d’ailleurs étre les protéines de l’individu 
immunisé lui-méme, pour quils exercent leur action immunogéne. 
Loiseleur [23] a cependant montré qu’un trés grand nombre de 
substances de poids moléculaire trés faible peuvent, a la suite 
(injections fréquemment répétées, provoquer une réponse immu- 
nitaire : laddition de ces substances a l’immunsérum obtenu 
entraine des modifications de viscosité. 'La définition des hapténes 
ne peut done étre conservée. L’étude des anticorps antihapténes 
constitue cependant un domaine bien individualisé de Vimmu- 
nologie, aussi bien par la nature des composés immunogénes 
que par les méthodes analytiques applicables a V’étude de ia 
réaction hapténe-antihapteéne. 


R&SULTATS. 


Les deux observations majeures effectuées grace au systeme 
hapténe-antihapténe ont trait, d’une part, a Vhétérogénéité des 
anticorps et, d’autre part, a la stricte complémentarité structurale 
entre les motifs spécifiques des anticorps et le groupement immu- 
nogéne. La rigueur des démonstrations apportées par ces études 
tient & extraordinaire diversité d’hapténes utilisables et a la 
possibilité de définir les constantes d’affinité des différents sys- 
témes envisagés. 

L’hétérogénéité observée dans ces conditions prend toute sa 
signification du fait que le motif immunogéne est, tout au moins 
en premiére approximation, unique. C’est en 1936 que Landsteiner 
et Van der Scheer [49] ont montré que les antisérums spécifiques 
dune azoprotéine donnée ne contiennent pas un seul type d’anti- 
corps antihapténes mais des groupes d’anticorps distincts par 
leur réactivité envers divers hapténes de structure voisine. Une 
fraction différente des anticorps intervient préférentiellement dans 
chacune des réactions croisées envisagées et lintensité de ces 
réactions croisées varie d’un individu 4 un autre. Cependant la 
totalité des anticorps d’un antisérum donné peut réagir avec 
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chacun des analogues structuraux de lhaptene homologue puis- 
qu’il est possible d’obtenir une inhibition complete de la réaction 
homologue en présence d’une concentration suffisamment élevée 
des analogues. Des observations semblables, traduisant l’hétéro- 
généité des anticorps, avaient été faites avec des antigénes natu- 
rels, mais elles étaient généralement interprétées comme étant 
dues a l’existence de différents déterminants antigéniques. Une 
telle interprétation, sans doute souvent valable pour les antigénes 
naturels, ne pouvait étre retenue dans Je cas des anticorps anti- 
hapténes. 

L’hétérogénéité des anticorps peut étre également mise en 
évidence dans la réaction avec l’hapténe homologue, et la premiére 
étude quantitative de ce type a été effectuée par Pauling, Pressman 
et Grossberg {2}. Leur technique consistait & mesurer l’inhibition 
de la précipitation du systeme antisérum-antigéne homologue par 
des quantités croissantes d’haptene. Aux trés faibles concentra- 
tions d’haptene, les anticorps se sont révélés homogénes. Pour 
des concentrations plus élevées d’hapténe ces auteurs ont montré 
que les déterminations effectuées étaient compatibles avec l’exis- 
tence d’une population d’anticorps dont Vhétérogénéité serait 
décrite par une fonction d’erreur dans |’énergie libre de combi- 
naison de l’hapténe avec l’anticorps. Les résultats de Eisen et 
Karush (1949), de Karush (1956), de Nisonoff et Pressman 
(1958) [5, 7, 9], obtenus par la méthode de dialyse 4 l’équilibre, 
peuvent étre également interprétés de cette fagon. Pauling, Press- 
man et Grossberg [2] ont montré que l’indice d’hétérogénéité de 
la fonction d’erreur s’accroit lorsque Vhapténe inhibiteur est hété- 
rologue et cela d’autant plus que, par suite de modifications 
de structure plus importantes, l’haptene présente une constante 
d’associauion moyenne plus faible. En d'autres termes, plus |’hap- 
téne hétérologue différe de Vhaptene homologue, plus les anti- 
corps se révélent hétérogenes a son égard. 

Dans les expériences que nous avons réalisées grace a la tech- 
nique de dialyse 4 léquilibre, les hapténes utilisés étaient radio- 
actifs. Il s’agissait des composés monoazoiques de la 14C-1-tyro- 
sine et des acides méta- ou para-aminobenzéne sulfoniques. Grace 
a la radioactivité spécifique élevée de ces composés, nous avons 
pu effectuer des déterminations d’équilibre a des concentrations 
tres faibles d’hapténe libre. ‘Les valeurs de la constante de disso- 
ciation que nous avons déterminées pour les systémes anticorps 
azotyrosine homologue ont été de 1 a 3.10—7 M. C’est Ja valeur 
la plus faible qui ait été jusque-la mesurée pour un systéme 
hapténe-anticorps anthapténe. C’était également la premiére fois 
que les mesures étaient effectuées jusqu’a des concentrations 
minimum d’hapténe libre de ordre de 10-7 A 10-8 M. 

La valeur de la constante de dissociation dépend-elle des concen- 
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trations d’hapténes avec lesquelles elle a été déterminée ? Talmage 
(1957) [24] a émis cette hypothése aprés avoir remarqué que les 
valeurs délerminées pour K, par différents auteurs, bien que 
variant dans le rapport de 1 & 10000, sont peu différentes des 
plus faibles valeurs des concentrations d’hapténe ou d’antigéne 
utilisées dans chacune de ces déterminations. Pour tenter d’expli- 
quer cette remarquable coincidence, Talmage suppose l’existence 
d’un spectre continu d’affinités, la fréquence relative de chaque 
type de site étant d’autant plus élevée que son affinité pour l’anti- 
géne est plus faible. A une extrémité de ce spectre se trouveraient, 
en grande quantité, des globulines que leur trés faible: affiniié 
pour l’antigéne ne permettrait pas de distinguer des globulines 
normales ; a l’autre extrémité du spectre, des globulines d’affi- 
nilé trés élevée présentes en quantilé trés faible. Cette notion 
d’un spectre continu d’affinités — qui est un des traits caracté- 
ristiques de la théorie de Jerne {25] — a été d’abord suggérée par 
cet auteur en 1952 ; Pauling (1954) [26] a également montré qu’une 
telle distribution était une conséquence logique de sa_ théorie 
antérieurement formulée sur la formation des anticorps. 

Cette conception séduisante n’est appuyée que sur six obser- 
vations seulement, rassemblées par Talmage (1957, p. 236 [24}). 
Les valeurs de la constante de dissociation ont été obtenues par 
Singer et Campbell (1955) {27] d’une part et par Farr (1956- 
1957) [28] d’autre part, pour un méme antigéne, l’albumine bovine, 
la constante de dissociation étant dans ce cas déterminée par une 
technique originale décrite par ces auteurs. Le principe de cette 
méthode est de séparer l’antigéne libre de Vantigéne engagé dans 
des complexes solubles avec les anticorps, par précipitation en 
présence d’une concentration convenable de sulfate d’ammonium. 
Pour des concentrations. diantigéne variant de 30 a 120.10 M 
(Singer et Campbell) et de 6 & 60.10-* M (Farr) les constantes 
de dissociation ont été respectivement de 4.10-* et de 0,6 4a 
60.10-*. Pour les anticorps antihapténes (Eisen et Karush, 
1949 [5]; Carsten et Eisen, 1955 {6}) les valeurs de K, sont 
beaucoup plus groupées, entre 3 et 30.10—°, mais les concentra- 
tions d’hapténes ne varient de leur coté qu’entre 5 et 100.10-° M, 
des concentrations plus faibles de ces hapténes, pourtant forte- 
ment colorés, n’étant pas mesurables par spectrophotométrie. 

Nos propres observations viennent appuyer Vhypothése de 
Talmage en montrant que pour les hapténes aussi bien que pour 
les protéines, l’utilisation de concentrations extrémement faibles 
entraine la détermination, pour la constante de dissociation, de 
valeurs également faibles. La plupart de nos mesures ont été 
effectuées pour des concentrations d’hapténes variant de 0,3 
4 30.10— M;; les valeurs de K,, ont été de 1 a 3.10—. 

Ces différents résultats concordent en ce qu’ils permettent d’envi- 
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sager une relation entre les concentrations d’haptene utilisées ¢t 
les constantes de dissociation déterminées. Mais ces observations 
sont en fait trés peu nombreuses et, surtout, ont été effectuées 
dans des conditions expérimentales tres différentes. Signalons 
par exemple que nos expériences ne different pas seulement des 
expériences de Eisen et de Karush par les concentrations d’hap- 
téne utilisées, mais aussi par la nature de lhaptene et le mode 
d’immunisation des animaux. Il serait nécessaire qu’une étude 
systématique soit faite avec un systeme unique. 

Les différentes observations rapportées au cours de cette dis- 
cussion ne laissent guére de doute sur le fait que les populations 
d’anticorps sont hétérogénes, mais les données que nous possé- 
dons ne permettent pas de dire si une relation du type envisagé 
par Talmage existe ou non. 

En revanche, i] faut insister sur le fait que l’emploi d’un 
hapténe unique ne peut en aucune fagon garantir lhomogénéité 
du matériel immunogéne et que, par conséquent, Vhétérosénéité 
observée peut, pour une part tout au mois, refléter Vhétéro- 
eénéité des motifs antigéniques eux-mémes. 

En effet, méme lorsqu’on utilise un hapténe unique, on doit 
tenir compte de ce que la diazotation fixe cet hapténe en des 
points variés de la molécule de protéine. La fixation s’effectue 

Ja place d’un seul ou des deux hydrogénes mobiles des radi- 
caux tyrosyl ou histidyl, et probablement en d’autres points 
puisque l’on peut fixer par diazotation un nombre de groupements 
hapténiques bien plus élevé que celui correspondant 4 la satu- 
see de tous les radicaux tyrosy! et listidyl (Boyd et Hooker, 

1934) [29]. Ces acides aminés de plus sont liés dans les chaines 
peptidiques a différentes séquences. De trés nombreux motifs 
anligéniques sont ainsi constitués. Or, Pauling, Pressman et 
Grossberg (1944) [2] ont montré que la réactivité des anticorps 
pour une méme partie du motif hapténique est conditionnée par 
ensemble du motif antigénique dans lequel il est inclus : selon 
que les anticorps étaient obtenus en réponse & une protéine azo- 
p-phényl arsonique ou 4 une méme protéine azo-p-(p-aminophényl 
azo)phényl arsonique, ils réagissaient de facon qualitativement 
différente avee Vacide arsanilique, les anticorps du premier type 
lui étant plus étroitement adaptés. 

I] apparait done que l’hétérogénéité des anticorps pourrait étre 
due, dans une certaine mesure tout au moins, a la nature méme 
du matériel expérimental. 

L’hétérogénéité tres marquée des populations d’anticorps dont 
la cause peut faire l'objet de diverses interprétations, apparait 
comme un fait d’autant plus significatif que Vhomogénéité des 
propriétés d’affinité spécifique de certaines populations des pro- 
téines peut étre clairement démontrée. L’un des cas les plus frap- 
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pants a cet égard est celui des isohémagelutinines normales dont 
Vhomogénéité, 4 V'intérieur d’une classe génolypique, a été mise 
en évidence par les travaux de Filitti-'Wurmser et Wurmser (1949- 
1957) [80]. Il faut mentionner également le cas de la B-galactosi- 
dase dont Vhomogénéité aA Végard de divers analogues non méta- 
ee du substrat a été démontrée par dialyse a Véquilibre 
(Cohn, 1957) [84]. Par extension on doit faire l’observation que 
la majorité des systemes enzymaliques étudiés dans des conditions 
adéquates obéissent de facon satisfaisante A la loi de Henri- 
Michaelis, alors qu'une hétérogénéité marquée de la population 
de molécules, en ce qui concerne laffinité spécifique, devrait se 
traduire par une déviation par rapport a cette loi. 

La seconde observation essentielle a trait a la stricte complé- 
mentarité structurale existant entre hapténes et anticorps. Si 
minimes que soient les différences structurales entre deux 
hapténes, les antisérums obtenus en réponse a ces hapténes sont 
toujours différents ; Vaffimté des antisérums est toujours plus 
élevée pour Vhaptene utilisé pour Vimmunisation que pour tout 
autre analogue structural. Cette conclusion s’applique non seu- 
lement 4 la population d’anticorps dans son ensemble, mais aussi 
a la fraction de la population qui réagit préférentiellement avec 
analogue envisagé. Ceci peut étre démontré par la méthode 
d’inhibition que nous avons décrite, mettant en ceuvre des concen- 
trations extrémement faibles d’un haptene radioactif. Si Phapténe 
radioaclif est un analogue structural de Vhapténe homologue, i! 
se combinera eae ee avec les anticorps pour lesquels 
il présente la plus forte affimité. Si on ajoute a ce systéme des 
concentrations croissantes de haptene homologue et de l’hapténe 
hétérologue non radioactifs, on observe que I'hapténe homologue 
est, A toute concentration, plus efficace que Vhaptene hétéro- 
logue pour déplacer Vhapténe radioactif de sa combinaison avec 
les anlicorps. Ainsi méme ceux des anticorps qui ont laffinité ta 
plus élevée pour Vhapténe hétérologue ont une configuration 
structurale mieux adaptée a lhaptene homologue. L’absence 
d’anticorps ayant plus d’affinité pour un hapténe hétérologue que 
pour l’hapténe eee ne peut toutefois étre affirmée qu’en 
tenant compte des limites de sensibilité des méthodes utilisées. 
Cette restriction est inhérente 4 tout résultat négalif. 

La notion d’une stricte complémentarité structurale entre anti- 
géne et anticorps, déja largement acceptée avant les travaux de 
Landsleiner a été considérée a la suite de ses travaux sur les 
hapténes comme une des données essentielles de l’Immunologie. 
La signification de cette conclusion ne saurail étre sous-estimée : 
elle fait apparaitre ’immunogénése comme un phénoméne unique, 
sans analogie avec les autres phénoménes biologiques au cours 
desquels des modifications du milieu déclenchent la synthese par 
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les cellules de macromolécules spécifiques. Notons par exemple 
qu’un enzyme inductible synthétisé en réponse a différents ana- 
logues structuraux du substrat de l’enzyme a toujours les 
mémes propriétés, quel que soit l’inducteur utilisé. L’affinité de 
l’enzyme pour certains analogues peut étre trés supérieure a Vaffi- 
nilé manifestée a l’égard du substrat naturel de cet enzyme 
(Monod) [32]. 

Les études effectuées grace au systéme hapténe-antihapténe ont 
apporté des résultats trés précis quant au nombre de sites spéci- 
fiques présents sur les molécules d’anticorps et & leurs dimen- 
sions. 

C’est avec une étonnante précision (+ 5 p. 100) que la valence 
des anticorps a été montrée égale 4 deux (Karush) [7]. Cependant 
ces études ont été effectuées avec des anticorps purifiés a la 
suite d’une réaction de précipitation spécifique ; si ces résultats 
démonirent que les anticorps, vraisemblablement dans leur majo- 
rité, sont bivalents, ils n’excluent pas Jl’existence d’anticorps 
monovalents non précipitants, 

Pour déterminer la taille des sites spécifiques, Kabat [33] 
a étudié Vinhibition de la précipitation du systéme anticorps par 
des polyhexoses de complexité croissante et montré que leffet 
inhibiteur croit dans l’ordre suivant : isomaltotriose, isomalto- 
tétraose, isomaltopentaose et isomaltohexaose. Mais déja pour 
le tétraose, l’effet inhibiteur est trés important et il ne croit que 
de plus en plus faiblement lorsque la longueur de la chaine 
augmente. Les sites se sont révélés hétérogénes quant a leur 
dimension, variant au moins de celle d’un triose a celle d’un 
hexaose, la proportion de ces différents sites étant variable d’un 
individu a un autre. 

Utilisant comme hapténe le D-phényl(p-(p-diméthyl-amino- 
benzéne-azo)benzoylamino)acétate, Karush [7] a montré que cet 
hapténe avait sensiblement la taille du site spécifique de l’anti- 
corps puisque le fragment D-phényl(p-azo-benzoyl-amino)acétate 
de cet haptene se combine a l’anlicorps avec une énergie de 
liaison presque égale a celle de Vhapténe complet. La corres- 
pondance entre ces deux résultats est donc trés remarquable. 
Aucun travail cependant ne permet de préciser si la taille des 
sites spécifiques doit étre considérée comme constante ou bien 
si elle est sujette & des variations au cours du processus d’immu- 
nisation. 

Les études sur les anticorps antihapténes ont été faites trés 
généralement avec des anticorps obtenus la suite d’une hyper- 
immunisation et nous ne possédons actuellement que trés peu de 
données sur l’évolution d’affinité des anticorps en cours d’immnu- 
nisation. Nos travaux récents sur la réaction de rappel [44] tra- 
duisent l’existence de variations qualitatives de la population 
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d’anticorps en cours d’immunisation. Les globulines prélevées 
avant et cing jours aprés l’injection de rappel présentent cepen- 
dant, dans les conditions de nos expériences, la méme affinité pour 
Vhapténe homologue (tyrosine azo-acide benzéne para-sulfonique) ; 
seule la quantité d’anticorps s’est accrue. Mais si l’on ajuste les 
concentrations des deux préparations de globulines de facon 
qu’elles soient identiques dans leurs propri¢tés envers l’azoty- 
rosine homologue, on observe que la réactivité envers une azo- 
tyrosine hétérologue (groupement sulfonique en position méta) et 
envers Vacide sulfanilique a subi un accroissement relatif au 
cours de la réaction de rappel. La premiére constatation traduit 
dans les termes de nos expériences une observation souvent faite 
4 propos de sérums antiprotéines : celle de 1’« élargissement » 
de la spécificité des antisérums a la suite d’injections répétées 
d’un méme antigéne. Mais l’acide sulfanilique vis-a-vis duquel 
la réactivité se trouve également accrue n’est pas un hapténe héts- 
rologue mais une partie du motif immunogéne. Notre observation 
suggére que certains fragments du site antigénique pourraient 
jouer un role de plus en plus important en cours d’immunisation 
dans la détermination de la spécificité des anticorps. Nos résultats 
montrent seulement la possibilité d’aborder directement, par la 
technique de dialyse a l’équilibre, un tel probléme. Notons que 
des études trés récentes des réactions croisées entre les polyosides 
de certaines Salmonella ont montré qu’au cours de |’immunisation 
apparaissent des anticorps étroitement spécifiques du sucre ter- 
minal. Ces anticorps ne sont pas détectables dans les sérums de 
lapins immunisés pendant une période courte (Staub, Tinelli, 
Liideritz et Westphal, 1959) [34]. 

Le principal objectif de notre travail sur la réaction de rappel 
a été de caractériser l’évolution de spécificité des anticorps 
obtenus a la suite d’injections successives de protéines liées a des 
hapténes de structure voisine (rappel hétérologue). La nature 
de la réponse expérimentale 4 la question ainsi posée revét une 
importance critique quant au mécanisme d’action de l’antigéne : 
dans quelle mesure |’évolution quantitative et qualitative de la 
population d’anticorps déclenchée par injection de rappel est-elle 
influencée par la nature particuli¢re de l’antigéne actuellement 
injecté ? L’antigéne injecté lors du rappel fournit-il une matrice 
qui imprime sa spécificité aux nouvelles globulines synthétisées 
ou bien déclenche-t-il l’expression d’une information structurale 
acquise au contact du premier antigéne injecté ? Ou encore, agit-il 
en favorisant sélectivement la synthése des types d’anticorps qui, 
formés en réponse au premier antigéne injecté, auraient une 
configuration particuliérement adaptée A ce nouvel antigéne ? 
L’existence de résultats contradictoires (Davenport, Hennessy et 
collaborateurs, 1953-1956; Dixon et Maurer, 1955; Dubert, 
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1956) {85, 36, 37} sur l’effet d’immunisations poursuivies avec des 
antigénes présentant entre eux des réactions croisées nous a incité 
& reprendre l'étude de ce probléme dans le cas de systémes 
hapténes-anticorps antihapténes : une connaissance précise des 
éléments de structure anligénique successivement en cause nous 
paraissait indispensable pour interpréter sans ambiguité le résultat 
d’expériences réalisées selon un tel schéma. Les résultats obtenus 
peuvent ¢tre ainsi résumés : au cours du rappel hétérologue, les 
anticorps formés sont, dans leur majorité, mieux adaptés au 
premier motif hapténique injecté qu’& celui secondairement 
injecté ; cependant le nouveau motif hapténique introduit dans 
Vorganisme entraine l’apparition, également dans les délais de 
la réaction de rappel, mais en moins grande quantilé, d’anticorps 
qui présentent une affinité plus élevée pour ce motif que pour 
Vhapténe utilisé dans la premiére phase de l’immunisation. Ce 
composant mineur de la population d’anticorps obtenu dans ces 
conditions d’immunisation a été détecté par la méthode d’inhibi- 
tion, en mettant en ceuvre des concentrations extrémement faibles 
de l’hapténe radioactif correspondant au deuxiéme antigéne 
injecté. Rappelons qu'une injection d’azoprotéme a un animal 
non immunisé au préalable n’entraine Vapparition d’aucun anti- 
corps antihapténe détectable, méme dans les délais plus longs 
de Ja réponse primaire, et qu’en l’absence d’adjuvant, plusieurs 
injections répétées sont nécessaires pour que ces anticorps 
puissent étre mis en évidence. Cette situation est complétement 
modifiée lorsque l’animal a été soumis 4 une immunisation avee 
un anligéne de structure voisine : le premier contact avec |’anti- 
géne déclenche alors, outre une production accrue des types 
d’anticorps précédemment synthétisés, la formation rapide d’anti- 
corps qui sont spécifiques de ce nouvel antigéne. 

Dans notre thése nous avons confronté ces résultats avec les 
hypotheses faites sur le mode d’action de lantigéne. Si les faits 
que nous avons décrits devaient étre confirmés et généralisés, il 
apparaitrait qu’aucune des théories existantes ne peut rendre 
compte simullanément, dans leur forme actuelle, de la_ stricte 
complémentarité structurale entre anticorps et antigéne et de la 
nature de la réponse déclenchée par une injection de rappel hété- 
rologue. 

Kn 1900, Erlich [39] avait supposé que toutes les configurations 
spécifiques préexistaient dans l’organisme et que l’antigéne avait 
seulement pour réle de favoriser sélectivement la synthése des 
protéines ayant pour ces motifs une certaine affinité. Cette théorie 
a cependant été abandonnée lorsque la diversité des anticorps 
qu'un individu est susceptible de synthétiser a paru pratiquement 
infinie, a Ja suite, essentiellement, des travaux de Landsteiner sur 
les haptenes, et aux théories sélectives se sont substituées des 
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théories « informatrices », c’est-’-dire des théories qui supposent 
Yapport par Vantigéne d’une nouvelle information structurale 
dans l’organisme. De nombreuses tentatives sont faites actuelle- 
ment pour expliquer le phénoméne immunitaire selon des théories 
« sélectives » (Jerne, 1955 [25]; Talmage, 1957 [38], 1959 [40] ; 
Burnet, 1957 [44], 1958 [42], 1959 [48}); la rigoureuse compleé- 
mentarité structurale des anticorps pour les hapténes demeure 
élément majeur de contradiction. 
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LA TOXINE DIPHTERIQUE 


par E. H. RELYVELD et S. BEN EFRAIM 
(avec la collaboration technique de M"*s 0, BEPOLDIN et A. COUZINET). 
(Service de Biochimie Bactérienne iprofesseur M. RAYNAUD], 
Institut Pasteur, Annexe de Garches (S.-et-O.). 


INTRODUCTION. 


En 1883, Klebs [59] nota la présence d’un batonnet dans les 
coupes des fausses membranes de diphtérie. L’année suivante, 
Loeffler [68] isola et cultiva le bacille diphtérique par ensemence- 
ment a partir des membranes sur du sérum coagulé et réussit a 
les reproduire chez le pigeon et la poule. 

Le germe fut retrouvé dans la gorge de tous les sujets; atteints 
de cette maladie. 

La question du pouvoir pathogéne de cette bactérie qu’on retrou- 
vait uniquement au point d’inoculation, se posait tout de suite. 
Leeffler émit Vhypothése qu'il devait y avoir sécrétion d’un potl- 
son, mais n’arriva pas a isoler la toxine. 

Ce furent Roux et Yersin qui, en 1888 [432], démontreérent |’exis- 
tence de la toxine. 

Les filtrats de culture de la bactérie, injectés aux animaux, 
sont toxiques, et provoquent la paralysie et les mémes lésions 
que celles produites par les germes vivants. 

C’est aussi la premicre fois que l’existence d’une toxine bacté- 
rienne fut démontrée. 

En 1890, von Behring et Kitasato [44, 12] découvrirent l’anti- 
toxine diphtérique. Ils arrivérent & vacciner des cobayes et mon- 
trérent que le sang des animaux immunisés contient une substance 
capable de neutraliser spécifiquement la toxine. Cette découverte 
a ouvert la voie 4 l’application pratique de la sérothérapie. 

L’antitoxine diphtérique employée dans un but thérapeutique 
ou prophylactique assure une protection de durée trés limitée ; 
peu de temps aprés l’injection, les anticorps sont détruits. 

L’immunité durable est seulement obtenue aprés contact de 
l’organisme avec la toxine ou un dérivé atoxique ayant gardé son 
pouvoir antigénique. 

Dans un premier temps, on injecta aux animaux destinés a la 
production d’antisérums, des doses d’abord faibles de toxine ; 
les quantités étaient ensuite augmentées. 
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Le procédé était trés délicat, les doses pouvaient étre facilement 
dépassées, ce qui eutrainait la mort de l’animal. 

Diverses techniques ont été essayées pour transformer la toxine 
en dérivé atoxique et vaccinant; on employa, entre autres, des 
moyens chimiques, action de la lumicre, de la chaleur, etc. 

Smith (4138, 139] hyperimmunisa des chevaux avec des mélange 
presque neutres de toxine et d’antitoxine, et von Behring [48] ‘fut 
le premier a vacciner ’homme avec des mélanges neutres. 

Cette technique assurant une immunité durable a ensuite été 
employée par d'autres auteurs [402, 103, 104], mais se montra 
étre trop dangereuse et dd étre abandonnée. 

Le complexe toxine--antiloxine peut, dans certaines conditions, 
se dissocier et le mélange devient toxique. 

C’est ainsi qu’en Autriche, en 1926, plusieurs enfants mou- 
rurent a la suite d’une vaccination antidiphtérique {45}. 

L’action simultanée du formol et de la chaleur sur la toxine 
a permis d’obtenir un dérivé atoxique et stable muni d’un pouvoir 
immunisant de grande efficacité. 

Déja en 1898, Salkowski [434] signala l’action du formol sur 
la toxine diphtérique, la transformant en un produit atoxique 
et Immunisant. 

Des études systématiques de l’action du formol sur les toxines 
ont été faites par plusieurs auteurs [69, 34}. 

Bien que divers résultats sur l’immunisation des chevaux ainsi 
que sur la vaccination de Vhomme fussent publiés, on dut admettre 
que le procédé n’était pas au point [85, 44, 42). 

La transformation de la toxine diphtérique en dérivé atoxique 
mais gardant son pouvoir immunisant, sous l’influence simul- 
tanée du formol et de la chaleur dans des conditions bien déter- 
minées, a été mise au point par Ramon en 1923 [445, 446). 

C’est a partir de ce moment seulement que le probléme de la 
vaccination trouva sa solution définitive et entra dans le domaine 
pratique. 

Le méme auteur décrivit aussi le phénomeéne de la floculation, 
application pratique de la réaction de précipitation au titrage 
in vitro des toxines [414] et anatoxines, ainsi que le principe des 
substances adjuvantes et stimulantes, technique permettant d’aug- 
menter la formation des anticorps [447, 4148). 


LA PRODUCTION DE LA TOXINE DIPHTERIQUE. 


Les premiers milieux employés pour la production de la toxine 
diphtérique étaient tous a base de peptone et d’extrait de viande. 

Divers types de milieux ont été décrits; certains sont encore 
employés de nos jours pour la production de toxine destinée a 
la préparation du vaccin. 
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Nous citons comme exemple le milieu de Martin [74], modifié 
par Loiseau et Philippe [70, 74] et d’autres auteurs [449, 53, 8, 
2, 15, 16, 14, 420, 144, 4143) ainsi que les milieux de Wadsworth 
et Wheeler [448]. 

La préparation de ces types de milieux est assez fastidieuse, les 
rendements de toxines montrent souvent des fluctuations d’une 
préparation a l'autre. 

Il va de soi que Von a essayé de remplacer ces milieux de 
composition complexe par des milieux plus simples; de déter- 
miner les facteurs de croissance et les sources d’énergie ainsi 
que les conditions de culture, dans l’espoir de pouvoir mettre au 
point un milieu chimiquement défini. 

La production de la toxine sur un milieu synthétique devait 
permettre d'une part d’obtenir une production réguliére de toxine 
et d’autre part l’étude biochimique et physiologique de la toxi- 
nogénese et le métabolisme du bacille diphtérique. Une voie a la 
purification de la toxine, tache difficilement réalisable a partir 
des milieux complexes, serait ainsi ouverte. 

Une observation trés importante fut celle de Locke et Main [67], 
qui notérent en 1931 qu’une concentration trop élevée en fer 
diminue la production de toxine. Pope montra ensuite [109] que 
Vaddition de 2.000 ug de fer par litre de milieu de culture inhibe 
la formation de toxine. 

‘Le role du fer a fait objet de plusieurs études et leurs résultats 
ont joué un role déterminant dans la mise au point des milieux 
semi-synthétiques et synthétiques. 

Il fut démontré que Voptimum de toxinogenése se trouve a 
environ 146 pe de fer par litre de milieu; si on dépasse cette 
valeur, le rendement de toxine tombe rapidement [94]. 

Suivant l’hypothése de Pappenheimer et Hendee [97, 98], il y 
aurait formation de ’enzyme respiratoire, le cytochrome b,, a pé artir 
dune molécule de toxine, quatre molécules de porphyrine et 
quatre atomes de fer. Cette réaction n’a pas lieu en cas de carence 
en fer et la toxine et la porphyrine sont sécrétées dans le milieu 
de culture. 

L’action de la toxine sur le développement du ver a sole 
Platysamia cecropia [400], montre qu’une préparation purifiée 
injectée a la dose de 1 pg provoque la mort de l’adulte et de Ja 
larve ; par contre, injectée a la dose de 100 ng, la pupe survit 
pendant plusieurs jours et jusqu’a deux semaines. 

L’inhibition du cytochrome de la larve et de l’adulte n’a pas 
lieu chez la pupe ott les systémes succinoxydasiques et des cyto- 
chromes b et c ont quasi disparu. 

L’hypothése de Pappenheimer est critiquable 4 plusieurs points 
de vue; il n’a pas été possible de préparer de la toxine a partir 
de l’enzyme ou l’enzyme a partir de la toxine, il n’y a pas de 
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relation sérologique entre la toxine et le cytochrome. Les por- 
phyrines sécrétées par le germe sont pour 96 p. 100 de la copro- 
porphyrine III [46], et non pas l’hématoporphyrine comme Pappen- 
heimer [97] l’a suggéré. 

Le métabolisme du fer chez le bacille diphtérique et sa réper- 
cussion sur la toxinogénése, la porphyrinogénése et la production 
de divers enzymes respiratoires a été étudié en détail par Alouf [3} 

Il a été démontré que : 

1° Toutes les formes ioniques (Fe++, Fe+++) et complexes 
(ferro- et ferricyanurées) provoquent l’inhibition classique de la 
toxinogénése au-dela d’un certain optimum (1). Ces résultats ne 
sont pas en accord avec ceux de Yoneda [454], affirmant que seul 
le fer ionique bivalent est inhibiteur. Le cobalt, par contre, ne 
peut pas remplacer |’action du fer dans la toxinogénése, mais peut 
inhiber la formation de la toxine a l’optimum de fer. 

2° L’action du fer est sans influence sur la phase de croissance 
ralentie ; optimum de fer pour la croissance maximum se trouve 
4 500 pg par litre et ne varie plus jusqu’a 5000 ug. 

3° L’emploi du **Fe a montré définitivement que le fer est pré- 
sent jusqu’a 50 p. 100 sous une forme non-hémique dans la 
bactérie, ceci au-dela de l’optimum de fer. 

Ce résultat n’est pas en accord avec l’hypothése de Pappenheimer 
admettant que tout le fer bactérien est complexé sous forme 
hémique. 

Quelle est la relation entre la toxinogenése et la concentration 
en fer dans les diphtéries cliniques ? Les muqueuses du pharynx 
ont une concentration en fer au-dessus de Voptimum. 

Mueller [82] considére que la différence de tolérance en fer parmi 
les souches joue un rdle dans la pathogénie de la maladie. Des 
souches isolées 4 partir des diphtéries bénignes sont peu toxiques 
au-dessus de l’optimum de fer; dans les cas graves, il y aurait 
formation de la toxine bien au-dela de l’optimum. Mueller [84] a 
cependant montré qu’au-dessus de l’optimum de toxinogénése, la 
formation de toxine est inhibée, mais ne devient pas nulle, méme 
pour des concentrations trés élevées en fer ; au-dela de 2 000 ug 
par litre, il y a encore formation de faibles quantités de toxine. 
La toxine diphtérique est environ dix fois plus toxique pour 
Yhomme que pour le cobaye et de trés faibles quantités de toxine 
peuvent donc étre mortelles. 


MILIEUX SYNTHETIQUES ET SEMI-SYNTHETIOUES POUR LA PRODUCTION 
DE LA TOXINE. — En 1935, Mueller [78] décrivit un milieu a base 
d’extrait de foie, d’acides aminés et de sels. 


(1) Le fer hémique semble étre sans action selon Pappenheimer, ou 
posséde une action limitée d’aprés Clarke [20 bis]. 
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Pappenheimer et coll. {96} ont montré qu’on peut remplacer 
extrait de foie par la B-alanine, l’acide pimélique et l’acide nico- 
tinique et que Vhydrolysat de gélatine peut remplacer les acides 
aminés. 

Divers milieux a base d’hydrolysat ont ensuite été définis. Ces 
milieux sont souvent employés pour la production commerciale 
de V’anatoxine diphtérique [79, 80, 86, 55, 62, 124). 

Drew et Mueller [28], mirent au point, en 1951, un milieu entiére- 
ment synthétique, et la méme année Yoneda isola des mutants de 
la souche Toronto qui produisent de la toxine sur des milieux 
trés simples [455, 456]. 

Un mutant analogue poussant sur un milieu ne contenant que 
3 acides aminés et permettant d’obtenir réguliérement 50 Lf/ml, 
a été isolé par Raynaud et Alouf [8, 424 bis]. 

La production de la toxine par culture agitée et aérée en fer- 
menteur, a été étudiée et mise au point par Linggood [64, 65). 

Ce procédé a plusieurs avantages, la production se fait rapt- 
dement sur une grande échelle. 

Un fermenteur de 50 1 permet d’obtenir un taux de 250 a 
300 unités de floculation par mullilitre en quarante-huit heures. 
La pureté de la toxine est élevée, de Vordre de 1500 UF/mg N. 

Il] nous semble que cette technique de production de toxine est, 
de toutes celles qui ont été décrites, la plus avantageuse, non seu- 
lement pour la fabrication des anatoxines, mais aussi pour la 
production de grandes quantités de toxine destinées a étre purifiées 
et a servir a des recherches. 

La relation entre la croissance et la toxinogenése diphtériques 
en milieu agité sur milieu complexe, synthétique et semi-synthé- 
tique, a été étudiée par Raynaud et ses collaborateurs [123]. 

Il a été montré que la toxine est excrétée pendant la phase 
exponentielle de croissance. La concentration endocellulaire de 
la toxine reste toujours trés faible, la toxine n’est pas libérée dans 
le milieu par autolyse des germes. 

Une contribution a l’étude de la croissance du bacille diphté- 
rique en fonction de divers facteurs sur des milieux variés a éfé 
apportée par Mangalo {73}. 


Pouvotr PATHOGENE DES DIVERS TYPES 
bE Corynebacterium diphtheriae. 


Suivant l’aspect des colonies de C. diphtheriae sur gélose au 
sang tellurite de potassium et selon leurs caractéres biochimiques, 
on distingue trois types : gravis, mitis et intermedius. 

Le rapport entre la gravité de leur pouvoir pathogéne ains} 
que leur fréquence dans les épidémies a été étudié a plusieurs 
occasions. 
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Certains auteurs [6, 7, 25, 140] ont constate une prédominance 
du type gravis pendant une épidémie et noté que ces infections 
réagissent beaucoup moins favorablement a l’antitoxine que les 
infections dues aux types milis et intermedius ; ce sont les diph- 
téries graves. 

Contrairement a ces faits, d’autres auteurs trouvent une preé- 
dominance du type mitis [26, 76, 77} ou intermedius [88], ou ne 
trouvent pas de relation entre la colonie isolée et la gravité de 
la maladie [75, 404, 142, 145, 153). 

On peut conclure que chacun des trois types peut préexister 
durant une épidémie et qu’il y a une dilférence de virulence entre 
les souches. 

Certaines souches sont, de méme, incapables de produire de la 
toxine ; inoculées A l’animal, elles n’entrainent pas Ja mort, mais 
une nécrose a l’endroit de Vinjection [86, 57, 89]. Cette nécrose 
aurait pour cause une endotoxine différente de la toxine sécrétée 
dans le milieu de culture (exotoxine); elle est létale par voie 
intracérébrale et n’est pas neutralisée par |’antiloxine [39]. 

Les souches avirulentes sont en général peu pathogénes et ne 
provoquent pas d’épidémies [33, 422]. 


ROLE DES PHAGES DANS LA TOXINOGENESE. 


Les souches de C. diphtheriae dite « avirulentes » et possédant 
tous les caractéres morphologiques biochimiques et culturels, saut 
le pouvoir de produire la toxine, ont été, comme nous venons de 
le voir a lorigine de nombreuses controverses, d’autant plus 
qu’elles appartenaient aux trois types (gravis, mitis et inter- 
meduus). 

Une souche toxigéne peut progressivement perdre cette capa- 
cité ; ce fait est bien connu et a été étudié a plusieurs reprises. 

Amiens [4] a fait la sélection par rapport au pouvoir toxigéne 
et a isolé a partir de la souche C N 77 diverses variantes dont une 
atoxigéne. 

D’autres auteurs, partant d’un clone toxigéne, isolérent des 
souches avirulentes [22, 23). 

La transformation d’une souche atoxique en souche toxigéne 
a été réalisée par Freeman (87] par l’action d’un phage libéré par 
une souche virulente. 

Le phage détruit une partie des bactéries, mais celles qui 
résistent sont devenues a la fois toxigénes et lysogéenes. 

La toxine ne différe pas, dans ses caractéres biochimiques et 
immunologiques, de celle sécrétée par les souches virulentes. 

Des souches avirulentes de type gravis, mitis et intermedius 
deviennent toutes trois virulentes par l’action du phage [38]. 
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Les résultats de Freeman ont été confirmés par plusieurs autres 
auteurs [48, 49, 50, 54, 105) et Parsons (106] a méme pu obtenir 
celte transformation a partir d'un phage isolé d’une souche noa 
virulente. 

Groman {54} a montré que apparition des caractéres toxinogénes 
nest pas due a une sélection de mutants préexistants avant contact 
avec le phage. Il n’y a pas non plus de relation immunologique 
entre le phage et la toxine. 

Toute lysogénisation n’est pas suivie d’une transformation de 
bacterie atoxigéne en bactérie toxigéne, mais se fait uniquement 
sous l’influence d’un phage spécifique. Des infections réductives 
mais non toxigénes ont été décrites, mais l’activation nécessite 
toujours une lysogénie |[9, 47, 56). 

D’aprés Hartmann [52], la transformation n’est pas une trans- 
duction (transmission de matériel génétique et de caractéres héré- 
ditaires dune bactérie & une autre) ; le pouvoir transformant est 
une propriété possédée par chaque particule phagique et ne 
dépendant pas de la bactérie ayant transmis le prophage ; |’auteur 
propose le nom de conversion pour ce type particulier de trans- 
formation. 

Le réle du phage dans la toxinogenése de C. diphtheriae est 
done établi, mais le mécanisme exact du phénoméne reste tou- 
jours a élucider, malgré les précisions apportées par Barks- 
dale {410}. 

EXISTE-T-IL UNE SEULE 
OU PLUSIEURS TOXINES DIPHTERIQUES ? 


L’antitoxine diphtérique préparée a partir d’une anatoxine pure 
(voir plus loin) neutralise la toxine brute. Ces types d’antitoxines 
contiennent souvent, au début de Vhyperimmunisation, unique- 
ment des anticorps antitoxiques décelables par les tests de diffusion 
en gélose [429] ; apres hy perimmunisation prolongée, il y a forma- 
tion d’anticorps accessoires vis-a-vis des traces d’impuretés pré- 
sentes dans les préparations pures. 

L’antitoxine préparée a partir de la souche P. W. 8 neutralise 
les filtrats de culture des divers types de C. diphtheriae {29}. 

Il y a done a priori, de toute évidence, un seul constituant 
toxique, contrairement & ce que l’on observe dans le cas de cultures 
d’autres germes, par exemple Clostridies de la gangrene gazeuse, 
staphylocoque, ete. 

La présence de toxines autres que la toxine classique a cepen- 
dant été signalée par certains auteurs : O’Meara [90] trouve a cété 
de cette toxine (toxine-A) un autre facteur toxique qu'il appelle 
facteur-B, libéré surtout par les souches gravis. 

La souche P. W. 8 n’est pas trés virulente et contient la toxine-A, 
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Les sérums avides contiendraient des anticorps anti-B en concen- 
tration élevée, la qualité d’un sérum dépendrait, d’aprés ces 
auteurs, du rapport anticorps anti-B/antitoxine anti-A. 

Niggemeyer {84, 85] a isolé quatre constituants toxiques : la 
toxine classique (toxine-A de O’Meara), une toxine dermonécroti- 
que, l’endotoxine de Frobisher et coll. [89], une toxine hémolytique, 
ainsi que le facteur de diffusion de Duran-Reynals [80] : l’hyaluro- 
nidase ; les trois derniers constitueraient le facteur-B de O'Meara. 

Ces résultats n’ont pas été confirmés par Scheibel [4135] qui a 
trouvé une protection contre des souches gravis chez des cobaye: 
immunisés avec la toxine pure seule ou associée a un vaccin anti- 
bactérien ou aux protéines-P (protéines de filtrats de culture en 
exces de fer) {95, 99], tandis que ces derniers a eux seuls n’as- 
surent pas de protection. Les résultats de Scheibel ont été con- 
firmés par Bowen [48] et coll., tandis que Lautrop [60] trouve une 
protection contre les souches virulentes aprés immunisation avec 
une souche non virulente (2). 


LA PURIFICATION DE LA TOXINE DIPHTERIOUE. 


La purification de la toxine diphtérique a fait objet de nom- 
breuses études. 

Des préparations de pureté moyenne ont été obtenues durant 
les années 1930 a 1940. Eaton [84, 32] fut Pun des premiers a 
décrire le mode d’obtention d’une toxine titrant 2 000 UF/mg N, 
a partir d’un milieu & base de peptone. 

La mise au point de milieux semi-synthétiques a rendu la puri- 
fication plus simple et Pappenheimer [95] isola en 1937 une toxine 
a 2170 UF/mg N. Des préparations de méme pureté ont été 
obtenues par d’autres auteurs [4, 62, 86, 134]. 

Pope décrivit en 1951 [444] une toxine de pureté beaucoup plus 
élevée titrant 3 200 UF/mg N et montra a l’aide de la technique de 
diffusion en gel que les préparations titrant 2 000 a 2 500 UF/mg N 
contiennent, 4 cdté de la toxine, encore de nombreux autres anti- 
genes. La toxine pure obtenue sous forme cristallisée [442, 443] 
donne par cette technique une seule ligne de précipitation spéci- 
fique. 

Les résultats de Pope ont été confirmés et des préparations de 


(2) Branham (S.E.), Hiatt (C. W.), Cooper (A. D.) et Riggs (D. B.) 
ont récemment (J. Immunol., 1959, 82, 397) trouvé des différences de 
composition entre les filtrats de culture de la souche Park Williams n° 8 
et ceux de certaines souches gravis. Ces derniers contiendraient un 
constituant de constante de sédimentation élevée (40 4 60S) qui serait 
responsable de la formation de l’cedéme local observé lorsqu’on les 
injecte par voie intradermique au cobaye. 
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pureté semblable obtenus par nous [424, 430] et d’autres 
auteurs [58, 61, 87). 

Nous décrirons bri¢évement la technique de purification que 
nous employons. Une description plus détaillée a été donnée 
ailleurs [430]. 

Le premier pas vers la purification de la toxine comporte la 
concentration des filtrats de culture. Nous avons décrit en 
1954 [427] une technique de précipitation de la toxine brute A 
l'aide de Vacide métaphosphorique. Cette méthode, bien qu’étant 
un excellent moyen de concentration de protéines, a été remplacée 
par Vultrafiltration, beaucoup moins laborieuse. 

Lultrafiltration [413 bis] est une ancienne technique qui a déja 
été employée en 1915 par Brown [49], Glenny et Walpole [40, 450]. 

I] est possible de préparer des membranes qui laissent passer 
la toxine et retiennent les protéines de poids moléculaires plus 
élevé, ou des membranes qui retiennent la toxine et laissent pas- 
ser certaines impuretés [137, 149]. 

Nous employons une technique qui a été décrite en détail par 
van Ramshorst [424] et consiste a tremper des bougies de filtration 
d’abord dans l’acide acétique cristallisé, ensuite dans une solu- 
tion de parlodion 4 8 p. 100 dans le méme acide. Aprés égoutte- 
ment, elles sont trempées dans de l’eau distillée et longuement 
lavées. On peut réunir plusieurs bougies entre elles; le vide se 
fait par une trompe a eau. La toxine est retenue par des mem- 
branes, le rendement est de 80 a 95 p. 100 (fraction U). 

L’ultrafiltration est employée par plusieurs auteurs comme 
début de la purification de la toxine ou de l’anatoxine, entre autres 
par Pope {440}, Norlin [86], van Ramshorst [421]. 

D’autres techniques de concentration ont été décrites. Nous 
citerons la précipitation par abaissement du pH jusqu’au point 
isoélectrique. Les acides employés sont Vacide  trichloracétique 
(147, 86], l’acide acétique (84, 133], et l’acide chlorhydrique [20, 
66, 86). La précipitation par des solvants neutres a été décrite. 
Pillemer [64] précipite la toxine par des mélanges de méthanol- 
eau, dans des conditions bien déterminées de force ionique, de 
température et de concentration en protéines. Ces techniques ont 
Vinconvénient d’entrainer souvent une dénaturation de la toxins 
et sont difficilement applicables a grande échelle. 

La toxine une fois concentrée est fractionnée par des sels 
neutres [24, 27]. 

Les sels le plus souvent employés pour la purification sont le 
sulfate d’ammonium et le phosphate de potassium. 

Dans la technique que nous avons mise au point, nous faisons 
dans un premier temps un fractionnement au phosphate, suivi 
d’un fractionnement par le sulfate d’ammonium. 
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On détermine d’abord, suivant Tasman et Brandwyk [441], 
quelles sont les concentrations 4 employer, ce qui consiste 4 
ajouter des quantités croissantes de sel a Ja toxina et a recueillir 
le maximum de toxine (80 4 95 p. 100) pour des concentrations 
aussi voisines que possible, en général entre 50 et 75 p. 100 
(fraction P,). 

Le précipité recueilli est dissous dans du tampon (phos- 
phate K/K, M/,, pH = 7 + NaCl 0,172 M) et refractionné par la 
méme technique avec une solution de sulfate d’ammonium saturé 
et neutre (fraction Sz). 

Le fractionnement des préparations concentrées par Vultrafil- 
tration par le sulfate d’ammonium a été employé avec succes par 
Pope [443] et Norlin |87]. 

Lepow et Pillemer ont obtenu des préparations de haute 
pureté par fractionnement avec le sulfate et précipitation par des 
solvants organiques {64, 108], 

Deux techniques nous ont ensuite permis d’obtenir la toxine 
pure a partir de la fraction S, : 

1° Adsorption sélective des impuretés, suivie de la cristallisa- 
tion fractionnée. 

2° Chromatographie sur phosphate de calcium ou D. E. A. E. 
cellulose. 

(La purification par l’adsorption sélective se fait par deux voies. 
On peut soit adsorber la toxine et ensuite l’éluer, soit adsorber 
les impuretés et non la toxine. 

L’hydroxyde d’aluminium d’apres Schmidt {436} a été employé 
par Pappenheimer, Lepow et Pillemer {64}, Norlin [86]; le char- 
bon actif par Linggood [68] et Pope [443). On trouve une littéra- 
ture détaillée sur ce sujet dans les publications de van 
Ramshort [424] et de Norlin [86]. 

Nous avons d’abord employé l’alumine Cy d’aprés Schmidt 
[436] dans les conditions de Pappenheimer [95] et ensuite le char- 
bon actif dans les conditions de Pope [443}. 

La pureté de Ja toxine n’augmente pas beaucoup par cette mani- 
pulation, mais les préparations ainsi obtenues (fraction S,;) sont 
presque incolores et se prétent mieux a la derniére étape, la cris- 
tallisation (fraction Cr). 

On ajoute lentement A la toxine dissoute dans de l’eau distillée 
et titrant 500 a 1000 UF/ml une solution de sulfate d’ammonium 
saturée et neutre jusqu’a ce qu'une légére opalescence se forme. 
La solution est filtrée apres plusieurs heures de repos. On pré- 
pare ensuite dans un sac de dialyse la quantité de sulfate d’ammo- 
tum nécessaire pour augmenter la concentration de 5 porLOOzet 
on place ce sac dans la solution de toxine. Aprés vingt-quatre 
heures 4 0°, le sac est crevé. L’opération est répétée une deuxiéme 
lols. 
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On oblient en général de cette facon des cristaux et du maté- 
riel amorphe. Une deuxiéme ou méme une troisiéme cristallisation 
permettent d’obtenir la toxine pure cristallisée sans matériel 
amorphe. 

Nous avons obtenu deux types de cristaux : en forme d’obus 
et en forme d’aiguille [430]. Le tableau I montre les résultats 
dune purification telle que nous venons de la décrire. 


TasLeaAu I. 

i Fractions i UF / ml H UF/mg N 3 Rendements ; Observations i 
3 U i 500 : 194 : ? Toxine : 
: ; } ultrafiltrée } 
: es : 1000 : 1150 : 95 # i Fraction : 
: $ 50-75% 
— a a Se eee 
S, : 1250 : 1925 ; 83,5 % ? Fraction i 
i s I 1125 i 1990 ; 69,5 & : ; 
i i i i 
i cr I i 1000 : 2350 : 27,2 % ? Fraction : 
: : i 50-55 & ; 
Cr I! : 450 : 2500 i 20 # ? Fraction : 
i 7 : sow | 
$a 
i Cr II ; 700 : 2940 : 29 % {Fraction i 
H . : 50-60 % ; 
: Cr III ; 750 : 3000 i 16,6 % : Fraction 


50-56,5 % 


Purification de la toxine diphtérique (milieu hydrolysat de caséine-acide gluta- 

mique) [427, 430]. Pour la désignation des fractions, voir le texte. Les rendements 

ont été calculés par rapport a la fraction U. Les deux fractions Cr I et CrT ont été 

réunies ; elles contenaient des cristaux et du matériel amorphe. La fraction Cr II 

contenait également des cristaux et du matériel amorphe. La fraction Cr III contenait 
uniquement des cristaux. 


On peut aussi obtenir la toxine pure par chromatographie. 

Nous avons employé le phosphate de calcium et la DEAE cellu- 
lose [407 bis, 137 bis}. 

La chromatographie sur phosphate de calcium a ¢té mise au 
point par Tiselius [4146]. Le gel est obtenu par précipitation d’une 
solution de chlorure de calcium 0,5 M avec une solution de phos- 
phate disodique 0,5 M suivie de plusieurs lavages. 
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Sur une colonne de 2 cm de diamétre et 20 cm de hauteur, on 
adsorbe environ 10 000 UF. 

La toxine est d’abord dialysée contre du bicarbonate de soude a 
1 p. 1 000 ou du phosphate de potassium K/K,, pH = 6,8-7, M/100. 

Diverses expériences nous ont permis de mettre au point les 
conditions d’élution. On fait d’abord passer 150 ml d’une solution 
de phosphate K/K, pH = 6,7-7,0; 0,03 M. Ensuite 100 ml de la 
méme solution 4 0,04 M. 


TasLeAu II. 


Fractions i UF / ml i UF/ mg N ; Rendements ; Observations i 
i i : i : i 
3 : Fy 3 : ? 
1° 9 i 1440 : 3500" 4 : E : 
ante i 900 i 1680* =: 88,5% : Fraction 
i 50-75% | 
' ' $ : : : 
i 8, i 840 i 2540 i 55 % i Fraction 
a a oe aS 
i tube 32} 108 i 2540 : 1,05 % 3 ; 
I i : 

tube 33} 204 ? 2980 : 613,44 

tube 34 i 120 : 3140 : 7,9 % 


i i i : 


Purification de la toxine diphtérique (milieu hydrolysat de caséine-acide gluta- 

mique) [427, 430]. Pour la désignation des fractions, voir le texte. Les rendements 

ont été calculés par rapport 4 la fraction U. Les fractions de chromatographie 

sur phosphate de calcium ont été recueillies en quantités de 10 ml. * UF/mg 
d’azote protéique. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — U: Toxine brute ultrafiltrée (8375 UF/mgN). T: toxine pure cristal- 

lisée 4 3100 UF/mg N. S,: Sérum digéré (n° 906) contenant de nombreux anti- 

corps accessoires. S,: Sérum 1451-D contenant uniquement l’antitoxine antidiphté- 

rique obtenue par digestion du précipité spécifique anatoxine-sérum & loptimam 

de floculation [4130]. Toutes les préparations titrent 400 UF/ml dans chaque cupule. 
Reproduction grandeur nature. 


Fic. 2, — Précipitation spécifique en gel. Couche inférieure: sérum brut gélosé 

(n° 91 contenant de multiples anticorps accessoires) A 100 UF/ml. Couche intermé- 

diaire: gélose sans sérum. La toxine non gélosée a été ajoutée sur la couche 

intermédiaire ; de gauche a droite: toxine brute wultrafiltrée 4 250 UF/ml 

(375 UF/mg N) ; toxine pure & 250 UF/ml (3020 UF/mgN) ; toxine brute ultra- 

filtrée 8 100 UF/ml et toxine pure 4 100 UF/ml. La reproduction photographique 
présente seulement les couches inférieures 
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La toxine est éluée par une solution de phosphate disodique 
O07 M pl] 8.2: 

Le tableau Il montre l’exemple d’une purification par chroma- 
tographie sur phosphate de calcium et la figure 1 les résultats de 
trois chromatographies successives de la méme préparation de 
toxine. 

La capacité d’adsorption de la DEAE cellulose est tres supé- 
rieure a celle du phosphate de calcium. 
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N°* DES TUBES 
Fic. 1. — Trois chromatographies successives de la méme préparation de toxine 


(6 000 UF) sur phosphate de calcium. Les tubes contenant la toxine (34 4 41) ont 

été réunis. La toxine a été dialysée et chromatographiée 4 nouveau. Volume des 

fractions recueillies: 10 ml. Abscisse, numéro des tubes; ordonnée, densité 

optique 4 280 my. 500 = 0,5. Développement par 150 ml de phosphate monodipotas- 

sique 0,03 M (a partir du tube n° 7), suivi de 100 ml 0,04 M et du phosphate 
disodique 0,07 M. 


Sur une colonne de 2,5 cm de diamétre et de 40 cm de hauteur, 
on peut fractionner jusqu’a 100 000 UF de toxine. 

Pour assurer un écoulement rapide des liquides éluants, nous 
avons mélangé une partie de cellulose DEAE avec une partie de 
cellulose Whatman. La figure 2 montre le résultat d’une purifi- 
cation d’une toxine préparée sur milieu Loiseau-Philippe. 

Il y a peu de temps [427], il nous semblait encore impossible de 
purifier ces toxines. 
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APPLICATION DES TECHNIQUES DE DOUBLE DIFFUSION EN GELOSE A 
L’ETUDE DE LA TOXINE DIPHTERIQUE. — L’application des techniques 
de double diffusion en gélose selon Oakley-Fulthorpe [88] et 
Ouchterlony {94, 92, 93] nous a renseignés sur le nombre de sys- 
témes précipitants présents dans les toxines au cours de la puri- 
fication. 

Nous avons employé pour démontrer la complexité de la toxine 
deux types de sérums antidiphtériques : 

1° Un sérum commercial digéré; ce sérum (n° 906) est un 
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50 100 
N°° DES TUBES 
Fic. 2. — DEAE Cellulose (Brown et Co) 10 g¢ +10 g de cellulose Whatman. 


Colonne de 22 x 700 mm. Adsorption de 100000 UF de toxine (pureté, 
1390 UF/mg N) cn solution dans PO,KH,/PO,K,H 0,005 M, pH = 6,8. Déve- 
loppement par PO,KH,/PO,K,H (pH = 6,8) 0,005, 0,010, 0,020, 0,030, 0,040 et 
0,050 M. Le volume des fractions recueillies est de 10 ml. Courbe en trait plein : 
densité optique 4 280 my. 500 = 0,5. Courbe en pointillé : concentration de toxine 
dans chaque tube en unités UF/ml. La toxine recueillie dans les tubes 99 
jusqu’a 135 titre 3000 UF/mgN. Rendement, 62 p. 100 (Kf, quinze secondes). 
La vitesse de percolation est de 60 ml a Vheure. La présence de cellulose inerte 
accélére le passage a travers la colonne sans modifier le diagramme d’élution. 


mélange de plusieurs saignées de chevaux hyperimmunisés avec 
l’anatoxine brute et ensuite purifié par digestion pepsique [5]. 

L’hyperimmunisation des chevaux avec |’anatoxine brute pen- 
dant plusieurs mois a provoqué la formation d’anticorps contre 
toutes les protéines présentes dans ces préparations méme A I] ’état 
de traccs. 
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2° Nous avons obtenu par digestion du précipité spécifique, 
formé a l’optimum de floculation entre la toxine et un sérum conte- 
nant peu d’anticorps accessoires, une préparation d’antiloxine 
contenant ae des anticorps antitoxiques. La préparatioa 
de ce sérum, le n° 1451-D, a été décrite en détail (130). 

Les préparations de toxines brutes concentrées donnent avec le 
sérum complexe jusqu’a 15 lignes de précipitation spécifique [427], 
tandis que la toxine pure donne une seule ligne [430]. 

Des préparations titrant 2 200 a 2 400 UF/mg N donnent encore 
6 a 8 lignes si on les teste contre le sérum complexe. Ces résultats 
sont done conformes a ceux de Pope [444, 442]. 

Toutes les préparations de toxine testées contre le sérum 1451-D 
donnent une seule ligne de précipitation spécifique. 

Ce sérum a permis de mettre en évidence la toxine dans 'es 
préparations complexes et de suivre Ja purification de la toxine 
comme le montre la figure 1 de la planche. 

Les résultats montrent que les filtrats de culture de C. diphtheriae 
contiennent, outre la toxine, de nombreux constituants antigéniques 
(antigénes accessoires), et les sérums des animaux hyperimmu- 
nisés avec les préparations non purifiées, des anticorps vis-a-vis 
de ces anligénes (anticorps accessoires) [voir pl. fig. 2]. 

L’hyperimmunisation des chevaux avec des toxines purifiées 
nous a permis d’obtenir des préparations avec un nombre trés 
réduit d’anticorps accessoires. La préparation et les caractéres de 
ces sérums ont été décrits (430, 129}. 

Nous avons appliqué les techniques de lélectrophorése en 
gélose [447] et ’immunoélectrophorése [43, 44, 154, 152] a l'étude 
de la toxine. 

Les résultats de ces expériences ont déja été publiés en 
détail [428]; nous rappellerons ici seulement les faits principaux 
observés. 

La toxine brute révélée avec un sérum complexe montre la 
présence de plusieurs antigénes de mobilité distincte. Une seule 
de ces lignes représente la toxine; celle-ci peut étre mise en 
évidence a l’aide de la toxine pure. 

L’épuisement de la toxine brute avec du sérum a une zone ¢! 
vice-versa, l’épuisement du sérum complexe avec la toxine pure, 
supprime seulement une seule ligne de précipitation spécifique 
correspondant a celle du systéme toxine-antitoxine. 

Ces expériences montrent que la réaction toxine-antitoxine 
diphtériques renferme un seul systéme précipitant. 

L’électrophorése en gélose de la toxine pure révéle, aprés des- 
siccation et coloration de la plaque, la présence d’un seul consti- 
tuant [430]. 

La mobilité électrophorétique de la toxine diphtérique corres- 
pond a celle d’une o,-globuline humaine; on peut estimer sa 
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vilesse a 5.10-* cm? volt? sec (conditions de l’électrophorése 
tampon véronal ['/2 = 0,05, pH = 8,2). ar 

La constante de diffusion calculée par diffusion en gélose 
d’apres Becker et coll. [24] est égale a 6,15.10—~" cm? sec.— |130). 


CARACTERES DE LA TOXINE. -— Lundgren, Pappenheimer et 
Williams [72] ont déterminé les caractéres physiques de leur 
toxine. 

Nous avons déja vu que les préparations n’étaient pas pures : 
elles se montraient néanmoins homogénes a lV’ultracentrifugation : 
l’électrophorése révélait un constituant plus rapide que la toxine 
de faible concentration. Nous résumons ci-aprés les valeurs des 
constantes physiques déterminées : 

Constante de sédimentation corrigée = 4,6 S (pH = 6,9 tampon 
phosphate M/15 + NaCl 0,172 M concentration 1 p. 100). 

La constante de diffusion corrigée déterminée dans les mémes 
conditions A une concentration de 0,4 p. 100 sur Vappareil d’élec- 
trophorese de Tiselius est égale a 6,2 x 10—’ cm’ sec.—, tempé- 
rature 20°. 

Le poids moléculaire calculé en employant un volume spéci- 
fique égal 4 0,75 est de 72 000. 

Petermann et Pappenheimer [407] déterminent ensuite la 
constante de sédimentation a plusieurs concentrations (0,24-1,02 
p. 100) en tampon phosphate-borate + 0,172 M NaCl, et trouvent 
que la valeur est indépendante de la concentration. 

La moyenne des constantes de sédimentation déterminées a une 
concentration de 0,5 p. 100 4 des pH compris entre 5,6 et 10,i 
(NaCl 0,172 M) est égale 4 4,6 S. 

Plusieurs déterminations de la constante de diffusion en tam- 
pon borate-phosphate + 0,172 M NaCl donnent une moyenne de 
6 x 10-7 cm? sec—?. Le poids moléculaire déterminé a partir de 
ces données avec emploi d’un volume spécifique égal a 0,736 est 
de 74 000. 

Nos déterminations de la constante de sédimentation et de dif- 
fusion ont donné des valeurs légérement inférieures A celles trou- 
vées par Pappenheimer et feront l’objet d’une publication 
ultérieure. 

La vitesse électrophorétique est égale a 4,9 em? volts—! sece.— 
(pH = 7,35, ['/2 = 0,100). Nous avons trouvé par électrophorése 
en gélose et immunoélectrophorése une valeur du méme ordre de 
grandeur. 

Le point isoélectrique est de 4,1 + 0,1 et le coefficient de friction 
est de 1,25. La molécule de toxine assimilée A un ellipsoide de 
révolution donne un rapport de grand axe sur petit axe = 4,7. 

Pappenheimer a aussi déterminé la composition chimique de sa 
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toxine (pourcentage de C, N, H, S, P et certains acides aminés) ; 
nous nous proposons de refaire ces déterminations sur une toxine 


pure. 


Nous avons démontré l’existence de plusieurs « motifs » anti- 
géniques sur la molécule de toxine. Les résultats de ces expé- 
riences ainsi que nos études sur la réaction toxine-antitoxine ont 
été présentés ailleurs {425, 426, 130]. 
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LA TOXINE TETANIQUE 


par A. TURPIN et M. RAYNAUD 
(avec la collaboration technique de R. PERY). 


(Service de Biochimie Bactérienne, Institut Pasteur, 
Annexe de Garches [S.-et-O.}) 


La toxine tétanique est le type méme des exoloxines classiques. 
Depuis que Knud Faber [14], en 1890, a démontré l’existence dans 
les filtrats de culture de Plectridium tetani, d’une toxine permet- 
tant la reproduction du syndrome tétanique, de trés nombreux 
milieux ont été proposés pour sa production : les milieux définis 
synthéliques et semi-synthétiques n’ont donné de résultats régu- 
hers que pour la production de la toxine a petite échelle. Seuls 
les miheux complexes, par exemple le milieu type Prévot- 
Boorsma [44] ou le milieu Ramon-Amoureux-Pochon [48] ont 
permis la préparation de grandes quantités de toxine de facon 
réguliére. 

En 1934, la culture sur milieu synthétique a été réalisée par 
Feeney, Mueller et Muller [42]. Les facteurs suivants sont indis- 
pensables : arginine, histidine, tyrosine, valine, isoleucine, leu- 
cine et tryptophane, riboflavine, acide pantothénique, thiamine, 
acide folique, adénine, biotine, acide oléique, uracile, pyridoxine 
et acide nicotinique. Le manganése est nécessaire pour obtenir 
une croissance optima. 

En 1945, Taylor [55] prépare un milieu de culture avec auto- 
iysat de panse de porc et infusion de viande de veau. L’anatoxine 
que l’on peut obtenir sur ce milieu ne donnerait pas les accidents 
anaphylactiques que l’on observe avec les anatoxines obtenues 
a partir de milieux contenant de la peptone de Witte. 

Entre 1945 et 1954, Mueller et Miller ont utilisé une large 
gamme de milieux semi-synthétiques dérivés du milieu de Taylor : 
milieu 4 base d’autolysat de panse de porc, d’infusion de cceur 
de boeuf, additionné de glucose, chlorure de sodium et fer réduit 
(1945) [23]; digestion trypsique de caséine, infusion de cceur de 
boeuf, glucose, sels minéraux, cystine et tyrosine (1947) (24) : 
infusion de coeur de beeuf, pepticase ou N-Z Case (1) remplacant 


(1) N-Z Case : préparation commerciale de peptone de la « Sheffield 


Chemical Company ». 
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la digestion trypsique de caséine, sels minéraux, cystine et tyro- 
sine (1948) [25]; digestion pancréatique de caséine, infusion de 
coeur de boeuf, glucose, sels minéraux, cystine, tyrosine, panto- 
thenate de calcium, uracile, acide nicotinique, thiamine, ribo- 
flavine, pyridoxine, biotine, vitamine B,, et fer réduit (1954) [26'. 

Les milieux sont ajustés & pH = 7,0-7,2 et laissés cing jours 
a 35°C. A petite échelle, c’est-a-dire en tubes de 20 ml, les titres 
obtenus varient entre 10 et 120 Lf/ml. 

En 1954, Fisek, Mueller et Miller [43], par utilisation de diges- 
tion paneréatique de caséine (ou de N-Z Case), infusion de cceur 
de boeuf, glucose, sels minéraux, acides aminés, vitamines, fac- 
teurs de croissance et fer réduit, ont obtenu des titres supérieurs 
é 100 unités sur de faibles quantités de milieu. Les cultures se 
font en «anaerobic jar » pendant dix-huit a vingt-quatre heures. 

Ce milieu a permis & Mueller et Miller d’établir l’existence de 
facteurs indispensables 4 la toxinogénése tétanique, de nature 
vraisemblablement peptidique [27, 28, 29, 22] : ’un de nature acide 
(facteur A), l'autre de nature basique (facteur B) ne pouvant agir 
queen présence du premicr, un troisiéme de nature neutre (fac- 
teur C). 

La fraction acide A contient : sérine, acide glutamique et iso- 
leucine, avec du phosphore combiné 4 la sérine. 

La fraction neutre C est un mélange trés complexe, contenant 
de nombreux amino-acides et divers peptides. 

La fraction basique B contient : histidine, arginine, lysine libres 
et plusieurs peptides contenant de l’histidine ; ces peptides ne 
peuvent étre remplacés par l’histidine libre, mais peuvent l’étre 
par des peptides synthétiques contenant de l’histidine, en parti- 
culier par la glycyl-L-histidine. 

L’existence de ces facteurs explique que cest encore pour lins- 
tant sur des milieux empiriques complexes que l’on obtient le 
plus réguliérement la formation de la toxine tétanique. 

L’obtention des toxines a l'état pur présente a la fois un intérét 
théorique et pratique et a déja fait objet de nombreuses études. 
En effet, il est désirable d’obtenir toutes les protéines 4 l’état pur 
pour étudier leur nature, leurs propriétés et leur mode d'action, 
spécialement en ce qui concerne les toxines bactériennes. Il parait 
important, d’autre part, de pouvoir préparer une anatoxine téta- 
nique purifiée, la purification élimimant les constituants du 
bouillon de culture qui ont servi a la préparation des anatoxines, 
et les protéines microbiennes distinctes de l’anatoxine qui 
paraissent bien ne jouer aucun réle dans l’immunisation. 

‘Le vaccin doit contenir tous les composants antigéniques ou le 
composant antigénique essentiel pour assurer une immunité effi- 
cace, mais il est également nécessaire d’enlever tous ceux qul 
ne jouent pas de rdle dans la défense contre une infection éven- 
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tuelle et qui, au contraire, peuvent donner des réactions chez des 
sujets sensibilisés par des injections antérieures. 

Ces anatoxines pures peuvent servir aussi 4 la préparation chez 
les chevaux, de sérums antitélaniques ne contenant comme seul 
anticorps que l’antitoxine tétanique (sérums floculants 4 une zone). 

La nature protéique des exotoxines en général et de la toxine 
télanique en particulier, est admise depuis fort longtemps. La 
démonstration expérimentale de ce caractére a cependant reposé 
jusqu’a ces derniéres années sur des arguments indirects : sensi- 
bilité a la chaleur, aux agents dénaturants, conditions de préci- 
pitation, etc., Mais les travaux plus récents que nous allons exa- 
miner ont établi la nature protéique de la toxine tétanique sur 
des bases chimiques solides. 

Les méthodes de purification mises en ceuvre sont simples sur 
le plan théorique, mais la réalisation pratique en reste difficile, 

Eaton (1936) [8], puis Eaton et Gronau (1938) [9] ont adsorbé 
la toxine tétanique sur du phosphate de cadmium. Celui-ci n’est 
pas ajouté directement dans la solution de toxine, mais on assure 
sa formation en précipitant les phosphates du milieu de culture 
par une solution de chlorure de cadmium, aprés avoir ajusté le 
pH a 7-7,6. La toxine est ensuite éluée par une solution de phos- 
phate de eee de pH = 7,8. Le coefficient de purification reste 
faible, de 20 4 40 en moyenne, et le rendement ae e (20 p. 100). 

Pike: fe a et Germain (1945) [32] utilisent la précipitation 
par les sels neutres suivie d’adsorption sur composés ae 
Leur meilleure préparation contenait 43.10° DMM/mg N, ce qui 
représente un produit cent fois plus pur que celui obtenu par 
Eaton ef Gronau. 

En 1948, Pillemer et ses collaborateurs {88, 34, 35, 36, 37, 38, 
39, 59] ont obtenu Ja toxine tétanique sous forme cristallisée. 
Leurs travaux ont abouti a la préparation d’une toxine présentant 
les caractéres que l’on peut exiger pour affirmer avec une haute 
probabilité la pureté d'une protéine. Partant d’une toxine obtenue 
sur milieu de Mueller-Miller, leur méthode consiste en un sys- 
téme de fractionnement par le méthanol 4 basse température, dans 
des conditions contrélées de pH, force ionique et concentration 
de proléine. 

Les caractéres physico-chimiques de la toxine cristallisée ont 
été déterminés. 

En 1955, Largier {17-20}, par une nouvelle technique de puri- 
fication appelée « multimembrane electrodecantation » et fraction- 
nement au sulfate d’ammonium, a obtenu une toxine qui parait 
pure lorsqu’on lui applique les tests de sédimentation et d’électro- 
phorese. La toxine brute de départ était produite en sac de cello- 


phane par culture de sept jours 4 87° sur milieu panse de pore- 
infusion de viande de veau. 
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La toxine tétanique cristallisée remise en solution est stable en 
présence de glycine entre pH =5,0 et 6,0. Elle contient 
15,7 p. 100 d’azote, 0,065 p. 100 de phosphore, 1,04 p. 100 de 
soutfre, selon Pillemer (40, 6}. Sa constante de sédimentation est 
de 4,5 unités Svedberg, son point isoélectrique 5,1. 

Elle présente les caractéres suivants : UF/mg N = 3 600 ; 
DMM/mg N = 66.10°; DMM/UF = 18 000. 

Elle est détoxifiée presque immédiatement par de trés faibles 
quantités de formol. Treize amino-acides ont été titrés par 'a 
technique microbiologique {7], les plus importants sont l’acide 
aspartique (15 p. 100), acide glutamique (10 p. 100) et la lysine 
(10 p. 100). Le poids moléculaire minimum calculé d’aprés la 
composition en amino-acides est de 67 300. 

Largier a obtenu une toxine sensiblement plus pure que celle 
de Pillemer, présentant les caractéres suivants : DMM/mg N = 10° 
et UF/mg N = 4 3800 — 4 800. Sa constante de sédimentation est 
de 3,9 umités Svedberg correspondant A un poids moléculaire 
de 68 000. 

Les préparations de Largier contiennent aussi un deuxiéme 
constituant de constante 7,6 que cet auteur a considéré comme 
un toxoide spontané, en se basant sur les résultats de Pillemer. 

L’examen par ultracentrifugation des préparations de Pillemer 
a montré en effet la présence de deux constituants : un de cons- 
tante égale a 4,5 U.S. est considéré comme étant Ja toxine pro- 
prement dite; le deuxiéme de constante égale 4 7,0 U.S. est, 
d’aprés Pillemer, un toxoide formé spontanément (dimere flo- 
culant atoxique). Nous verrons plus loin que cette interprétation 
doit sans doute étre révisée. 

Il faut bien noter que Vanatoxine obtenue par action du formol 
sur la toxine a une constante de 4,6 U.S. (Pillemer) ou 4,2 U.S. 
(Largier). Elle n’est donc pas dimérisée dans les préparations de 
Pillemer et de Largier. 

Nous avons nous-mémes préparé la toxine sous une forme 
purifiée par la technique suivante : 

Dans un premier temps, et pour des raisons d’utilité pratique, 
nos essais de purification ont porté sur la toxine tétanique brute 
obtenue sur milieu de Prévot-Boorsma. Ce milieu est ensemencé 
avec la souche Ramon et laissé onze jours a l’étuve a 33°. La 
toxine a été purifiée par la technique de Pillemer a laquelle nous 
avons apporté seulement quelques légéres modifications [57]. Les 
résultats obtenus ont été trés irréguliers, le rendement faible et la 
toxine de pureté moyenne : elle titrait 1 200-2 000 UF/mgN et 
10-40.10° DMM/mg N. 

Ces résultats confirment les observations de Pillemer : la puri- 
fication par sa méthode donne des résultats qui varient suivant .€ 
milieu utilisé pour la préparation de la toxine brute. 
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L’extraclion de la toxine tétanique a partir des corps mucro- 
biens (44, 45] fournit une préparation qui contient un nombre 
d’antigénes beaucoup plus faible que les toxines brutes obtenues 
par les techniques classiques, Si les corps microbiens sont pré- 
levés en phase exponentielle, ce nombre d’antigénes est réduit 
a huit, si bien que le fractionnement est beaucoup plus simple 
et la toxine obtenue beaucoup plus pure [42, 46]. 

Nous avons préparé les corps bactériens par culture rapide 
en sac {47} ou par culture anaérobie ordinaire en flacons (milicu 
Prévot-Boorsma). Dans ce dernier cas, les germes sont récoltés 
apres trois jours de culture 4 33°, au début de la phase exponen- 
tielle, alors que Ja presque totalité de la toxine est encore 
a lintérieur des corps microbiens et n’a pas encore diffusé appré- 
ciablement dans le milieu extérieur. Aprés trois lavages a l'eau 
distillée, l’extraction de Ja toxine a été effectuée 4 0° pendant 
cing jours, sans agitation, par la solution hypertonique NaC! M/1, 
citrate M/10. La concentration bactérienne est élevée, corespon- 
dant & une densité optique a 540 mp (photométre Klett-Sum- 
merson) de 6 a 8 (2). 

Au bout de cing jours, les germes résiduels sont éliminés par 
centrifugation : le liquide surnageant recueilli constitue |’extrait 
brut E. 

Cet extrait est alors précipité par l’acide métaphosphorique 
a pH = 3,5, 4 15°, en présence de 23,5 g par litre de chlorure 
de sodium /48, 58]. La toxine ainsi précipitée est fractionnée par 
le mélange concentré de phosphates 3,5 M mono et dipotassique 
de pH = 6,8 [8]. La toxine précipite pour des concentrations 
salines comprises entre 1,15 et 1,75 M pour une solution de 
500 UF/ml. Le précipité P,;, est recueilli par filtration sur papier. 
I] est ensuite mis en suspension (600 UF/ml) pendant dix-huit 
heures a — 5° C, dans un mélange présentant la composition sui- 
vante : acétate de sodium, 0,100M; méthanol, 7,5 p.. 100: 
pH = 4,0 (le pH est ajusté par addition d’acide acétique). 

On obtient un résidu insoluble qui est éliminé par centrifugation 
et une fraction soluble qui contient la toxine (fraction Me). On 
dialyse la solution de toxine Me (concentration : 600-1 000 Lf/ml) 
contre du phosphate monodipotassique 1,75 M pendant dix-huit 
heures a 0°. I] se forme un précipité de toxine qui est recueilli 
par filtration & basse température (— 5°). On le redissout soit en 
phosphate disodique 0,07 M pH = 8,2, soit en acétate de sodium 
0,150 M pH = 6,8, soit en glycine 0,1M pH = 6,8. Le produit 
obtenu est appelé T,. 

Le rendement final par rapport a l’extrait brut de départ est 
de 40 p. 100. 


(2) La mesure est effectuée aprés dilution convenable, de facon que 
Ja Jecture corresponde & l’intervalle 0-100 unités Klett. 
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Les tableaux I, II et III résument les étapes de 
purifications. 


La capacité de combinaison (Lf) et le temps de floculation 
ophmum (Kf) ont été déterminés par la méthode de Ramon 


nos diverses 


Tasteau I. — Propriétés des fractions obtenues lors de la purification 
de la toxine tétanique (*). 


Ne :  UF/ml of ke UF/mgN i DMM/mghx10° EDM ¢/matix 0°! 


(minutes) } 


(*) Toxine brute préparée par extraction des corps microbiens obtenus par culture 


en flacons A 33°, 


(Volume total variable. Niveau 50 Lf de toxine). La dose minima 
mortelle a été déterminée sur souris de 18 a 20 g. La durée 
d’observation était de quatre jours. La dose mortelle 50 a été cal- 
culée par la méthode des log-probit. 


On notera que, suivant le mode de culture utilisée, la méme 
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technique donne des produits doués d’activité spécifique variable. 
Le nombre des constituants a été déterminé par la méthode 
d’Oudin [34], technique Oakley-Fulthorpe (80). 


Extrait: bruit ccactens ew te eee ere 8 A 10 constituants 
M jou. Ho HS eee ey donee eee 4 constituants 
Pink sv vg iaiele othe Qimerte tenets hates nea 3 constituants 
50 . 
Th dv lan hielo ete eae ae Ran eee 1(+2) constituant 
Tastrau IJ. — Propriétés d’une série de préparations similaires T.. 
Ne i UR/al 46 fye i UP/mgN EDMM/meNx10 :DM/UEXLO i 
i : ? (minutes) : : : # 
i n i 400 : 4 4400 Fionn g i 25 : 
: 2 : 900 : 5 : 3700 83 ; 22 : 
aes: i 2200 1 i wp600% see 6g te a8 i 
i H 4 ? 2000 : ik ? 3500 ; Al fp ¥20 i 
i i 5 ? 1000 : it ? 3700 : 92 : 25 i 
: 6 3500 : 2 3500 70 ie*0 H 
re Tes : : P 
: : 7 3000 : 2 3600 37 : 10 : 
8 1000 : 3 3330 33 10 ; 
9 4500 l 3000 6 {$ 2 : 
10 5000 1 3800 69 18 : 
: ll 4000 : 1 2850 H val i 25 
le i 4500 ; 1 3000 200 i 66 


Il existe dans les préparations T, un constituant nettement pré- 
dominant qui est la toxine, comme le montrent les images obtenues 
a l’équivalence, et deux constituants mineurs qui ne sont bien 
visibles que pour les fortes concentrations d’antigéne. 


PLANCHE JI 


Précipitation spécifique en gel. 


Dans la partie inférieure des tubes: sérum gélosé complexe n° 1429. Dans la 
partie moyenne: gélose. Dans !a partie supérieure: antigéne en milieu liquide 
non gélosé. Les chiffres S,,, ou S,;, indiquent la concentration en antitoxine 
(100 ov 50 Lf(A)/ml). Les chiffres supérieurs indiquent Jes concentrations en 
toxine: de 500 4 50 Lf (T)/ml. Fic. 1. — Extrait brut. Fic. 2. — Préparation M. 
Fic. 3. — Préparation P,,. Fic. 4. — Préparations T;. Dans la figure 4, le sérum 
utilisé est 4 une concentration de 100 Lf/ml dans la partie inférieure. 
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PLANCHE II 


La toxine pure T a €té ulilisée & la concentration de 250 unilés Lf de toxine. 

La toxine pure digérée TD a été utilisée a Ja concentration de 250 unités Lf de 

toxine digérée. Les chiffres indiquent les concentrations en unités Lf de sérum, 

Cheval 815: Non yacciné antérieurement. Fic. 1. — Saignée du 7 mai 1957: 

Fic. 2. — Saignée du 28 mai 1957. Cheval 545: Vacciné antéricurement. 
Fic. 3. — Saignée du 21 mai 1957. 
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Nous avons également essayé de purifier la toxine tétanique par 
chromatographie des fractions T; sur phosphate de calcium selon 
Tiselius [56]. 

La toxine en solution dans un tampon de faible force ionique 
(phosphate monodipotassique 0,01 M pH = 6,8) est adsorbée entié- 
rement sur phosphate de calcium. 


Tieresu Ill. — Propriétés des fractions obtenues lors de la purification 
de la toxine tétanique (*). 


Ne i: UF/m tes i uR/mg N  $DMM/meNxl0° } DMM/UFx10” i 
: : (minutes) y : : 


(*) Toxine brute préparée par extraction de corps microbiens oblenus par culture 
en sac de cellophane 4 35°. 


Sur une colonne de 2 cm de diameétre et 20 cm de hauteur, on 
peut adsorber 10 000 4 15 000 Lf de toxine. Le développement se 
fait avec des solutions salines de concentrations de plus en plus 
élevées (phosphate monodipotassique pH = 6,8 0,01 M a 0,1 M). 
Le liquide d’élution est recueilli par fractions de 10 ml sur un 
collecteur. 

Les résultats obtenus ont été trés irréguliers. On observe plu- 
sieurs pics. L’un d’entre eux contenant la majeure partie de la 
toxine est élué par le tampon monodipotassique 0,05 M, avec un 
rendement de 10 4 20 p. 100. ‘La purification reste faible. Une 
seule fois cependant, nous avons pu obtenir une fraction titrant 
4500 UF/mg N. 
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Mais les résultats de chromatographie sur brushite nous out 
fourni des renseignements permettant de préparer une analoxine 
adsorbée sur phosphate de caleium destinée a Ja vaccination et 
2 Vhyperimmunisation, La toxine est complétement adsorbée 
a partir de solutions de faible concentration en phosphate et 
i pH = 6,8. La technique la plus efficace consiste a ajouter une 


0.500 


250 300 mA 


Fic. 1. — Spectre 1: Toxine tétanique pure en soude 0,1 N (pH = 13) Concen- 
tration : 50 Lf/ml. Spectre 2 : Toxine tétanique pure en phosphate monodi- 
potassique 0,1 M (pH = 7,0). Concentration : 50 Lf/ml. 


solution de chlorure de calcium 0,07 M a un volume égal de solu- 
tion d’anatoxine en phosphate disodique 0,07 M de pH = 6,8 [49]. 

Une solution de toxine purifiée suivant les techniques décrites 
et titrant 3 000 Lf/ml, est trés légérement colorée en jaune. Nous 
la conservons dans un des tampons suivants : acétate de sodium 
0,150 M (pH = 6,8), phosphate disodique 0,07 M (pH = 8,2), 
phosphate monodipotassique 0,1 M (pH = 6,8), cystéine 0,01 M 
(pH = 6,0); 

Le spectre d’absorption dans lultra-violet a été déterminé 
a différents pH (fig. 1). 
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(al 


Nos divers lots de toxine purifiée ont des rapports oscillant 
enlre 2850 et 4400 UF/mgN, 33 et 200.10° DMM/meN et 
10 000 et 60000 DMM/UP. th 

A Vultracentrifugation, on ne trouve qu’un seul constituant. 

La toxine purifiée est transformée rapidement en anatoxine. 
Elle est détoxifiée & un pH = 8,0-8,2 a 37° par une quantité de 
formol égale 4 1,75 wg par unité de floculation. L’addition de 
formol améne une baisse quasi immédiate de la tovicilé qui est 
ramenée a 50 ou 30 p. 100 de sa valeur initiale. 

La détoxification se poursuit ensuite en deux phases. Dans la 
premicre phase, qui dure environ vingt-quatre heures, la toxicité 
diminue de facon exponentielle en fonction du temps, jusqu’a 
une valeur trés faible, mais non nulle. La toxicité résiduelle dis- 


Fic. 2, — Uliracentrifugation de la toxine télanique pure. T; (18 novembre 1953) ; 

4000 Lf/ml; An = 2,59 x 10-3. Solution en cystéine 0,1 M de pH = 6,8. 

Dialyse contre acétate de sodium 0,2 M de pH = 6,8. Un seul constituant : S = 7.1. 

Cette opération a été effectuée a la Station Centrale d’Ultracentrifugation du 
C.N. R.S. (professeurs Wurmser et Tonnelat). 


parait dans une deuxi¢me phase, suivant un processus plus lent. 
La détoxification est complete en deux a cing jours. 

La détoxification avec conservation du pouvoir floculant peut 
étre réalisée avec d'autres réactifs : la B-propiolactone [24] et le 
2-4-dinitrofluorobenzene. 

Si Pon fait agir sur la toxine tétamique (200 pg d’azote/ml) de 
la p-propiolactone (concentration finale 1 p. 100) a 0°, on note 
une disparition rapide de la toxicité. Au bout de vingt-quatre 
heures, le dérivé obtenu, complétement atoxique, continue 
a floculer avec le sérum anlitétanique. 

Le 2-4 dinitrofluorobenzéne réagit comme la f-propiolactone 
avec certains groupes réactifs de la toxine, en particulier avee les 
groupes e-NH, de la lysine. 

Blass [2] a mis au point une méthode de dosage des groupes 
e-NH, de Ja lysine combinés au formol dans l’anatoxine-formol, 
basée sur le principe suivant: si l’on fait réagir le 2-4 dinitro- 
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{luorobenzene en exces sur une solution de toxine suffisamment 
concentrée, tous les groupes e-NH, de la lysine réagissent avec 
le dinitrofluorobenzéene. On retrouve dans Vhydrolysat toute la 
lysine sous forme d’e-DNP lysine que l’on peut titrer par déter- 
nunation de son spectre d’ absorption (maximum 360 mu) [53}. 

Si lon fait réagir le 2-4 dinitrofluorobenzéne sur une solution 
d’anatoxine de haute pureté, les groupes e-NH, de la_ lysine 
combinés au formol ne réagissent pas avec le dinitrofluoro- 
benzene. Les groupes méthyléniques étant éliminés par hydrolyse 
acide, la fraction e-NH, de la lysine combkinée au formol est 
obtenue sous forme de lysine libre que Von peut titrer direc- 
tement 

On peut également titrer cette fraction par différence entre les 
leneurs en e-DNP lysine des hydrolysats acides de la toxine et 
de J’anatoxine dinitrophénylées. 

Ces deux modes de dosage ont permis de constater que 26 p. 100 
des groupes e-NH, de la lysine étaient bloqués par le formol dans 
l’échantillon d’anatoxine examiné. 

En se basant sur ce résultat, on a effectué une étude systéma- 
tique qui a permis de trouver les conditions dans lesquelles Je 
dinitrofluorobenzéne ne se combine qu’avec 30 p. 100 environ des 
groupes e-NH, libres de la toxine. 

On fait réagir une solution trés diluée de 2-4 dinitrofluoro- 
benzene (concentration finale 0,32 ug/ml) sur une solution de toxine 
tétanique de haute pureté (concentration en toxine 200 ug d’azote 
par millilitre) 4 pH = 8,2. 

Nous avons observé en vingt-quatre heures 4 20° une dispari- 
tion complete de la toxicué. Le produit continue de réagir avec 
lantisérum antitélanique et son activité floculante est de 80 p- 100 
environ de celle de la toxine de départ [50]. Son activité immuno- 
génique est a l’étude. 

La constante de sédimentation de notre préparation a été déter- 
minée sur plusieurs échantillons : ces derniers ne contiennent 
qu'un seul constituant de constante égale a 6,3 unités Svedberg. 
Ce chiffre ne correspond pas aux données de Pillemer et de 
Largier. 

Pillemer avait trouvé pour sa toxine une valeur de 4,5 U.S 
majs il observait aprés conservation 4 0° un second constituant 
de constante 7,0. Il interprétait ce résultat en considérant que la 
toxine s’¢tait transformée en un dimére floculant atoxique. Largier 
a retrouvé dans ses préparations purifiées ces deux constituants : 
l'un de constante 3,9, Pautre de constante 7,0. Il admet que le 
deuxiéme est un dimére atoxique. 

D’autre part, les préparations que nous avons obtenues de 
constante 6,3 ont une activité toxique de l’ordre de 60 a 100. 
10° DMM/mg N, analogue a celle de la toxine de Pillemer de 
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constante 4,5 U.S. Notre préparation ne peut done étre consi- 
dérée comme un toxoide spontané. 

Devant des résultats aussi contradictoires, nous nous sommes 
demandé si le conslituant de constante 7,0, présent dans la pré- 
paration de Pillemer, au lieu d’étre un toxoide spontané, n’était 
pas tout simplement un po.ymére toxique du  constituant de 
S°="4,5. 

Si cette hypothése est exacte, nous devons pouvoir obtenir 
’ parlir de notre préparation des toxines présentant divers états 
dagrégation. 

Nous avons soumis notre toxine a l’action de la cystéine qui 
peut provoquer la dépoiym .risation de certaines protéines [4, 5], 
puis du monoiodacétate de sodium qui empéche la réagrégation. 

Aprés dialyse contre 'a cystéine 0,01 M ou 0,1 M, la constante 
de sédimentation est peu modifiée. Mais si celte solution en 
cystéine est dialysce contre du monoiodacétate de sodium 0,1 M. 
on peut voir apparaitre deux composés, l’un de constante 
2,20 U.S., Vautre de constante 5,50 U.S. Si la solution en 
cystéine est dialysée contre du cyanure de potassium 0,1 M, on 
oblient un constituant unique de constante 3,9 U.S. [54]. 

On peut donc sous Vinfluence de la cystéine mettre en évidence 
une dépolymérisation, 4 condition de bloquer les structures appa- 
rues par un réactif du groupe sufhydrile : monoiodacétate de 
sodium, cyanure de potassium, parachloromercuribenzoate de 
sodium. 

Nous avons de méme soumis notre préparation a Vaclion du 
mercuridioxane dans l’espoir de provoquer une dimérisation de 
la toxine, dimérisation que Straessle et coll. ont obtenu avec la 
sérumalbumine humaine [54, 40, 44). 

Le mercuridioxane donne avec la toxine téltanique un précipité 
immédiat, pouvant étre redissous en cystéine 0,01 M (pH = 6,8), 
en sulfhydrate de sodium, en sulfhydrate d’ammonium. Le pouvoir 
floculant est conservé. Les solutions en cystéine restent toxiques. 

La teneur exacte en mercure de ces diverses préparations est 
a l'étude. Leur comportement a Vullracentrifugation a déja été 
examiné. Le précipité de toxine-mercuridioxane redissous en 
eystéine a une constante de sédimentation comprise entre 6,4 et 
7,3 suivant les préparations. Par dialyse de cette solution contre 
le monoiodacétate de sodium, on arrive vraisemblablement a 
empécher la repolymérisation : on trouve en effet deux composes 
de constantes respectives : 1,96 U.S. et 4,05 U.S. 

Le précipité de toxine mercuridioxane redissous en sulfhydrate 
de sodium a une constante comprise entre 6,0 et 7,5, suivant les 
préparations. af 

La combinaison avec le formol semble stabiliser certaines de 
ces structures. Notre préparation d’anatoxine obtenue par action 
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du formol sur la toxine T, contient deux éléments de constantes 
respectives, 4,9 U.S,cet-7,2 (Urs: 

Il semble done bien que Ja toxine télanique puisse exister sous 
plusieurs états d’agrégation tout en conservant sa toxicité et ses 
propriétés floculantes [4]. 

Les effets de l'état d’agrégation de Ja toxine sur la forme de 
la courbe de précipitaltion quantitative restent a élucider. 

Les amino-acides N et C terminaux sont en voie de détermi- 
nation. 

La toxine tétanique parait posséder plusieurs « emplacements » 
antigéniques distincls, un seul de ces « emplacements » donnant 
naissance a des anticorps neutralisants. ‘La multiplicité de ces 
«emplacements » a été mise en évidence par la méthode de 
Lapresle [15, 16]: la toxine tétanique, aprés digestion ménagée 
par la trypsine cristallisée 4 37° et a pH = 8,2 donne deux lignes 
distinctes avec la plupart des sérums lorsqu’on utilise la technique 
d’ Ouchterlony (pl. ID). 

U’hyperimmunisation par l’anatoxine tétanique pure adsorbée 
sur phosphate de calcium, de chevaux non antérieurement vac- 
cinés [52], a donné des sérums de haut titre floculant (vis-a-vis 
de la toxine pure) et de faible pouvoir neutralisant. ‘Les précipités 
spécifiques obtenus en faisant réagir ces sérums spéciaux avec 
la toxine pure contiennent de la toxine non neutralisée, pour 
certains rapports antigéne/anticorps. 

Ces faits semblent démontrer Vhétérogénéité des anticorps 
obtenus par injection de la toxine purifiée. 
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LE RECEPTEUR DE LA TOXINE TETANIQUE 
DANS LE TISSU NERVEUX (*) 


par W. E. VAN HEYNINGEN. 


NH} a toujours paru évident que la toxine télanique agissait 
uniquement sur le systeme nerveux et principalement, sinon 
exclusivement, sur le systeme nerveux central. Elle provoque en 
effet une paralysie spastique qui fixe dans un état effroyable de 
rigidité les sujets atteints de tétanos (fig. 1). Cette rigidité résulte 
de la contraction de divers muscles en sens opposé, l’inhibition 
qui émane normalement du systeme nerveux central se trouvant 
supprimée, alors que |’excitation persiste non modifiée. 

Chez le sujet tétamique, quand un groupe de muscles se trouve 
stimulé 4 se contracter, les muscles antagonistes ne se relachent 
pas; ils sont probablement excités par réflexe de tension et se 
contractent, tendant A provoquer un mouvement en sens inverse 
des premiers. Ce mécanisme a été vérifié récemment par Brooks, 
Curtiss et Eccles [4]. Ces auteurs ont démontré que la toxine 
tétanique supprime l’inhibition synaptique, soit en empéchant la 
libération du médiateur chimique inhibiteur a partir de la termi- 
naison présynaptique de l’interneurone, soit en empéchant l’accés 
du médiateur a la membrane subsynaptique du neurone moteur 
(fig: t2), 

On peut en déduire que la lésion biochimique primaire provo- 
quée par Ja toxine tétanique doit résulter de l’action de cette 
derniére sur une substance présente dans les synapses inhibitrices, 
synapses qui se trouvent toutes situées dans la substance grise 
du tissu nerveux. Pour le biochimiste, le probleme consiste done 
& identifier cette substance sensible. 

Par ot peut-on commencer une investigation de ce genre ? 
Ouand on injecte a V’animal de la toxine tétanique, méme a dose 
res élevée, on n’observe aucune lésion visible dans le tissu ner- 
veux ni dans aucun autre tissu. Cette absence de lésion nous 
prive de toute indication, méme indirecte, sur le mécanisme 
d’action de la toxine [45]. Il existe pourtant une voie d’abord 
possible, qui nous a élé suggérée par une expérience réalisée 
il y a soixante ans, quelques années seulement aprés la décou- 


(*) On a donné ailleurs un compte rendu détaillé du travail qui fait 
l’objet de la présente étude [22]. 
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verte de la toxine tétanique : il s’agit du phénoméne bien connu 
de Wassermann-Takaki. 

Wassermann et Takaki [23] remarquérent qu’en ajoutant 4 une 
¢mulsion de tissu nerveux quelques doses mortelles de toxine 
tétanigue, la toxicité se trouvait réduite. Cette réduction de 
toxicité est beaucoup plus marquée si l’on filtre le mélange avant 
injection. La toxine a été fixée par le tissu nerveux de toute 
évidence. Le tissu cérébral est plus efficace que la moelle épiniére 
et la substance grise, plus que la substance blanche. Ce phéno- 
mene suscita un “grand i intérét dans les dix années qui suivivrent 
sa découverte. De nombreux investigateurs cherchérent 4 identifier 


Rie. 15) ==" Tetanos: 


la substance responsable de la fixation de la toxine, mais les 
résultats restérent trés confus. 

De nombreuses substances : graisses, cholestérol, phospho- 
lipides, sphingolipides, protéines, sont en effet présentes dans les 
différentes fractions qui furent préparées. Cette confusion était 
due en partie au fait quil était difficile, surtout & cette époque, 
de faire des séparations chimiques correctes des différents cons- 
tituants du tissu nerveux. Les recherches les plus intéressantes 
furent celles de Landsteiner et Botteri [40] qui établirent que ie 
protagon est la fraction la plus active comme récepteur de la 
toxine. 

Le protagon est constitué par la fraction complexe qui peut 
étre extraite du tissu nerveux par l’alcool chaud aprés épuise- 
ment préalable par l’acétone et Véther. C’est un mélange de 
sphingolipides insolubles dans l’eau et formés principalement de 
cerébrosides et de sphingomyéline (fig. 3). Landsteiner croyait 
que Ja phrénosine était le récepteur de la toxine. Il restait cepen- 
dant intrigué par Je fait que la substance blanche qui est beau- 
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coup plus riche en phrénosine que la substance grise est moins 
active que cetle derniére comme récepteur de la toxine. Nous 
verrons plus loin Vinterprétation que nous pouvons fournir 
aujourd’hui de cette constatation paradoxale. L’intérét pour ce 
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Fie. 2. — Le systéme nerveux central (simplifié). 


phénomeéene diminua par la suite et les recherches sur ce sujet 
s’espacérent considérablement. 

Un résultat important fut acquis toutefois pendant cette période, 
a savoir: que le phénoméne était spécifique, ne s’observant 
quavec la toxine tétanique. Coleman [2] démontra que ni les 
toxines botuliniques, ni la toxine diphtérique ne sont fixées par 
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Fic. 3. — Les sphingolipides du protagon. 


GEREBROSIDES 


LE RECEPTEUR DE LA TOXINE TETANIQUE 137 


le tissu nerveux. Fulthorpe [7] établit que Ja toxine diphtérique, 
les toxines de Clostridium cedematiens, de Cl. welchii et du sta- 
phylocoque, ne sont pas fixées non plus par le tissu nerveux. 
D’aprés Pons [47] et Fulthorpe [7], le cerveau entier ne fixe pas 
Vanatoxine tétanique. Mais nous verrons plus loin qu’il convient 
@interpréler cette observation. 

Cette spécificilé suggérait qu'il devait y avoir un certain rap- 
port, non dépourvu de signification, entre la toxine tétanique et 
sa substance réceptrice. 


Yascrav I. — Pouvoir récepteur de différents composants du cerveau. 


Substance Quantité (en mg) fixant 
20 Lt de toxine. 


Cerveau entier de boeuf 
(poids sec) 
Substance grise 
Substance blanche 
Fraction acétono-soluble 
Fraction éthéro-soluble 
Résidu aprés extraction 
Protagon du cerveau entier 
Protagon de la substance 
grise 
Protagon de la substance 
blanche 
Protagon de la moelle 


épiniére 
Phrénosine brute 
Phrénosine purifiée 
Cérébrosides purifiés mixtes 
Sphingomyéline purifiée 


Ce sont la les raisons qui m’ont décidé a chercher confirmation 
de la spécificité du phénoméne et a essayer d’identifier le 
récepteur. 

Pendant les premié¢res étapes de ces recherches, nous avons 
utilisé un essai biologique de Vactivité du récepteur. L’épreuve 
comporte la détermination de la plus faible quantité de substance 
capable de fixer une dose déterminée de toxine (20 unités L+). 
Les détails de cet essai sont maintenant dépourvus d’intérét et 
je me contenterai de mentionner dans le tableau I quelques-uns 
des résultats préliminaires obtenus. Ces résultats confirment la 
plupart des observations anciennes et fournissent en méme temps 
explication de Ja contradiction relevée par Landsteiner. 

La substance grise contient plus de récepteur que la substance 
blanche et le protagon est hautement actif. 
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L’activité du protagon n’est pas due a sa teneur en phrénosine. 
Seules les préparations brutes de phrénosine sont actives et la 
phrénosine elle-méme, lorsqu’elle a été suffisamment purifiée, est 
dépourvue d’activite. 

Le protagon, préparé a partir de la substance grise, est environ 
dix fois plus actif que le protagon préparé a partir de la substance 
blanche. 

Le récepteur est done un contaminant de la phrénosine brute : 
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substance adsorbée par le récepteur. 


il est beaucoup plus abondant dans la substance grise que dans 
la substance blanche. 

Tous les essais tentés pour séparer le réceplteur de la phré- 
nosine par extraction ou absorption ont échoué. 

Je me décidai alors a essayer le fractionnement par distribution 
a contre-courant entre solvants non miscibles, selon Craig. Mais 
cette technique nécessitant le titrage de trés nombreuses fractions, 
il me fallait d’abord trouver un dosage chimique simple, plus 
facile 4 effectuer en série que le dosage biologique. 

Le titrage que j'ai mis au point repose sur Vhypothése, qui fut 
hientot amplement vérifiée, que la seule protéine qui soit fixée 
par le protagon est la toxine tétanique, les autres protéines n’étant 
pas adsorbées. I] suffit alors de titrer chimiquement les protéines 
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adsorbées [44]. La quantité de protéine adsorbée a partir d’une 
solution donnée de toxine tétanique doit étre proportionnelle a fa 
quantité de récepteur ajoutée et complétement indépendante de 
Ja pureté de la préparation de toxine utilisée. Les courbes de la 
figure 4 représentent le spectre d’absorption de la toxine brute 
ulilisée dans la plupart de nos expériences. 

La courbe b montre l’absorption dans ’'U. V. dune prépara- 
tion obtenue de la facon suivante : la toxine brute a été traitée 
par une suspension de protagon; le complexe protagon-toxine 
a été recuetlh par centrifugation et la matiére adsorbée redissoute 
en milieu alealin. Le spectre d’absorption est typiquement celui 
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Fic. 0, — Corrélation entre la toxine ect Ja protéine adsorbée par le récepteur. 


d'une protéine, comme le montre la comparaison avec la courbe ¢, 
relative a la trypsine cristallisée. 

L’expérience résumée sur la figure 5 établit que la protéine 
adsorbée par le protagon est constituée uniquement par la toxine 
proprement dite. 

Des concentrations croissantes de protagon ont été ajoutées a 
une quanlité fixe de toxine brute. On a mesuré par spectrophoto- 
métrie la quantité de protéine adsorbée (aprés redissolution du 
complexe toxine-protagon en soude N/10). 

La quantité de toxine adsorbée a été déterminée par différence. 
On a titré par essai biologique (unités L+) la toxine avant et 
apres adsorption. 

Les résullats des deux types de détermination sont concordants. 
Chaque paire de points fournit une valeur pour la teneur en 
protéine d’une unité L+ de toxine. La moyenne de 9 détermt- 
nations effectuées donne la valeur de 1,91 we de protéine par 
unilé L+ de toxine. Ce chiffre est en bon accord avec la valeur 
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obtenue par Pillemer et coll, (46], & savoir : 2,02 4 2,15 yg de 
protéine par unité 'L+ (1). 

Le caractére spécifique de V'adsorption de la toxine tétanique 
par le protagon a été confirmé par diverses expériences résumées 
dans le tableau II. 


Tasteau Il. — Adsorption de diverses protéines par 250 yg de 
protagon 


Préparation de protéine (1 mg) re Protéine adsorbée 


Toxine tétanique (25 % pure 

Toxine tétanique (75 % pure) 

Anatoxine tétanique (brute) 

Toxine diphtérique (brute) 

Toxine dysentérique (brute) 

Toxine de Cl.perfringens type A 
(brute) 

Toxine de Cl.perfringens type B 
(brute) 

Toxine de Cl.perfringens type C 
(brute) = 

Toxine de Cl.perfringens type D 
(brute) 

Trypsine cristallisée 

Pepsine cristallisée 

Lysozyme cristallisé 

Sérumalbumine (purifiée) 

Sérumglobulines (purifiées) 


Les suspensions de protagon n’adsorbent de facon significative 
aucune des protéines essayées : toxines diverses (autres que la 
toxine tétanique), enzymes, proltéines inertes, etc. 

Le pouvoir adsorbant du prolagon ne se manifeste de facon 
importante que vis-a-vis de la toxine tétanique et (quoique a un 
degré beaucoup moindre) vis-a-vis de Vanatoxine tétanique. Nous 
verrons plus loin lintérét de cette derniére observation. 

Des recherches complémentaires ont permis de préciser les 
conditions oplima pour Vadsorplion. Cette derniére atteint son 
maximum au bout de dix minutes; elle n’est pas affectée par 
les variations de température entre 2° et 37°, ni par les variations 
de force ionique entre 0,01 et 0,25. Elle est maximum a pH = 7,0. 


(1) Cette yaleur a été recalculée par nous a partir des chiffres fournis 
par Pillemer (3 400-3 600 Lf/mg N ; teneur en azote 15,7 p. 100) pour 
la toxine tétanique pure, en admettant que l’unité L+ de toxine est 
égale & 1,146 unités Lf. Ce coefficient est celui que nous avons 
trouvé [22] pour la toxine que nous avons employée et qui semble 
présenter la méme teneur en toxoide que la toxine purifiée de Pillemer. 
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Elle augmente en méme temps que la concentration en toxine, 
selon l’isotherme de vant’ Hoff. 

Nous avons, sur la base de ces données, établi une courbe 
dactivité (fig. 6, courbe a) qui montre la relation entre la quan- 
ité de protéine adsorbée et la quantité de récepteur ajouté, 
Pexpérience étant effectuée dans les conditions optima. 

La courbe ainsi tracée permet de définir une unité-récepteur 
arbitraire comme la quantité de récepteur qui fixe 10 unités L+ 
de toxine (ou 20 pg) [a partir d’une solution a 30 unités L+/ml]. 
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Fic. 6. — Courbes d’activité (a) et d’étalonnage (b). 


Nous avons ensuite tracé une courbe d’étalonnage en portant en 
abscisse la quantité de récepteur ajouté et en ordonnée, direc- 
lement, Vabsorption & 750 mp, c’est-a-dire la coloration déve- 
loppée lors de l’estimation de la quantité de protéine adsorbée 
par la méthode de Lowry [44]. 

A Vaide de cette courbe, on peut effectuer 20 a 50 essais de: 
récepteur en trois heures. Cette amélioration de la technique de 
titrage nous a permis de passer au stade suivant de nos recherches, 
& savoir : l’essai d’identification du récepteur. 

Dans nos premi¢res expériences de distribution 4 contre-cou- 
rant, l’activité « Récepteur » disparaissait & nouveau, comme dans 
les expériences initiales. Toutefois, en combinant des prélévements 
de toutes les fractions, on recouvrait la pleine activité « Récep- 
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teur ». Ceci est illustré dans l’expérience suivante : le systeme de 
solvants utilisé était celui de Gregory et Craig |8], consistant en 
15 parties de chloroforme, 15 parties de benzéne, 23 parties 
d’alcool méthylique et 7 parties d’eau. Ce mélange se sépare en 
deux phases non miscibles, ]a phase supérieure étant la plus riche 
en eau. Entre ces deux phases, il y avait distribution de protagon ; 
on évaporait le solvant de chaque phase, on remettait en suspen- 
sion dans l’eau le résidu, et on essayait les suspensions pour 
l’activité « Récepteur ». 70 p. 100 des solides totaux se trouvaient 
dissous dans la phase inférieure et 30 p. 100 dans la phase supé- 


Tasreau Ill. — Complexité du récepteur. 


5 mg Protagon, avant ad- 
dition a 1 ml phase inférieu- 
re + 1 ml phase supérieure 


3,5 mg Composant de la 
phase inférieure 


1,5 mg Composant de la 
phase supérieure 


3,5 mg Composant de la 
phase inférieure + 1,5 mg 
composant de la phase 


supérieure 


rieure, mais dans la phase inférieure 8 p. 100 seulement de Vacti- 
vité se recouvrait, La récupération était nulle dans la phase supé- 
rieure. Méme en mélangeant les suspensions, il était impossible 
de recouvrer la moindre activité « Récepteur ». Par contre, en 
mélangeant des volumes égaux des deux phases dans un solvant 
organique, puis en évaporant ce solvant et en remettant en sus- 
pension le résidu dans de eau, on obtient la récupération presque 
totale du récepteur. Ceci se trouve démontré dans le tableau III. 
Les suspensions aqueuses des substances contenues dans la phase 
inférieure, quand on les centrifugeait, donnaient un culot granu- 
laire et opaque, mais des suspensions des deux phases combinées 
donnaient des culots translucides, comme de la gelée. Cette expe- 
rience suggérait que le récepteur est composé de deux substances 
au moins, chacune inactive par elle-méme et séparées par les 
deux phases du systeme solvant, et que ces deux composants 
forment un complexe et ne sont pas seulement des co-facteurs 
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dont la présence simultanée en suspension serait nécessaire pour 
Vactivité « Récepteur ». 

Puisque tous les efforts pour séparer le récepteur de la phré- 
nosine avaient échoué et puisque la phrénosine était soluble dans 
le solvant de la phase inférieure, on a fait une expérience pour 
déterminer si le composant de la phase inférieure pouvait étre 
remplacé par la phrénosine. Le tableau IV démontre que ceci est 
possible et que d’autres cérébrosides sont également actifs. Dans 
les conditions de l’essai, la sphingomyéline ne remplagait pas le 
composant inférieur, mais nous verrons que ce résultat négatil 
était du a des circonstances particuliéres. _ 


Tasteau IV. — Remplacement du composant de la phase inférieure 
par phrénosine ou cérébrosides mixtes. 


Unités-Récepteur 


3,5 mg Composant de la 
phase inférieure 

1,5 mg Composant de la 
phase supérieure 

2,5 mg Phrénosine 

2,5 mg Cérébrosides 

mixtes 

2,5 mg Sphingomyéline 
Composant, phase inférieure 
+ phrénosine 

Composant, phase supérieure 
+ phrénosine 

Composant, phase supérieure 
+ cérébrosides mixtes 
Composant, phase supérieure 
+ Sphingomyéline 


De temps a autre, des complexes de phrénosine et du compo- 
sant de la phase supérieure n’adsorbaient pas la toxine télanique, 
surtout quand on avait purifié le composant de la phase supé- 
rieure par extraction répétée avec le solvant de la phase infé- 
rieure. Ce composant purifié de la phase supérieure était soluble 
dans Veau. Cette absence apparente d’adsorption de la toxine 
s’observait régulitrement chaque fois qu’on employait des poids 
égaux de phrénosine et de composant purifié de la phase sups- 
rieure. La figure 7 démontre qu’on obtient activité maximum de 
récepleur quand le rapport du composant de la phase supérieure 
par rapport a la phrénosine est approximalivement 1:2. Cette 
absence apparente d’adsorption de la toxine est due au fait que, 
lorsque le rapport entre le composant de la phase supérieure et 
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la phrénosine dépasse 1:2, le complexe devient de plus en plus 
soluble dans l’eau et le culot centrifugé du complexe récepteur 
progressivement plus faible. Cette solubilisation du complexe 
peut étre empéchée en incorporant dans le complexe du calcium, 
quoique le calcium n’affecte pas seulement la solubilité du compo- 
sant de la phase supérieure. On obtient des résultats semblables 
en remplagant par de Ja sphingomyéline, la phrénosine, comme 
on peut le voir sur la figure 8, quoique les complexes avec sphin- 
gomyéline, avec et sans calcium, soient plus solubles dans Peau 
que ceux avec la phrénosine. Puisque l’essai du récepteur néces- 
site la centrifugation du complexe récepteur-toxine, il dépend non 
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seulement de la capacité du récepteur de se combiner avec ja 
toxine, mais aussi de son insolubilité dans l’eau et de sa capacité 
de sédimenter par centrifugation. Le tableau V montre que Il’incor- 
poration de calcium augmente la capacilé apparente de fixer la 
toxine des complexes phrénosine et aussi sphingomyéline. Ea 
Yabsence de calcium, tous les complexes de sphingomyéline et 
des composants de la phase supérieure sont hautement solubles 
dans l'eau, d’ou J’incapacité apparente, rapportée dans le 
tableau IV, de Ja sphingomyéline 4 remplacer le composant de la 
phase inférieure. 

Puisque la substance grise a une teneur en récepteur plus 
grande que la substance blanche, et puisque le composant de ta 
phase inférieure s’y trouve en concentration plus grande que dans 
la substance blanche, il en résulte que le composant de la phase 
supérieure devrait se trouver A concentration plus grande dans 
la substance grise. Les seuls lipides dont on connait l’existence 
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dans la matiére grise (0,6-0,7 9/100 ¢ tissu frais) & une concen- 
tration plus grande que dans la matiére blanche (0,06-0,07 g/100 
ussu frais) sont les gangliosides, connus aussi sous les noms d 
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Fic. 8. — Poids des complexes insolubles du composant de la phase supérieure 
+ phrénosine ou sphingomyéline, ayec et sans calcium. 


Tasreau V. — Effet du calcium sur la sédimentation de la toxine en 
complexe avec le récepteur. 


Unités-Récepteur 


Sans calcium Calcium 


39 200 
13 133 


strandins ou mucolipides (Le Baron et Folch [44]). Les ganglio- 
sides sont apparentés aux cérébrosides, mais contiennent des 
résidus additionnels d’hexose, d’hexosamine et d’acide neurami- 
nique liés par des hens co-valents, peut-étre de la maniére indi- 
quée dans la figure 9. Dans une solution aqueuse, les structures 
minima reproduites dans la figure 9 se polymérisent ou se ras- 
semblent pour former des particules de poids moléculaire 180 000- 
250 000 [4, 6, 24]. Les particules macromoléculaires, selon la 
méthode d’extraction du tissu nerveux utilisée, sont susceptibles 
de contenir ou de ne pas contenir divers résidus d’amino-acides 
et un résidu additionnel d’acide neuraminique pour deux résidus 
de sphingosine, mais on ne sait pas avec certitude s’il s’agit de 


2,5 mg Composant 
de la phase supérieure 
avec 


2,5 mg Phrénosine 
2,5 mg Sphingomyéline 
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constituants de la molécule ou de contaminants [4, 20]. Les cons- 
tituants aliphatiques rendent solubles les gangliosides dans les 
solvants organiques et les résidus d’acide neuraminique les 
rendent solubles dans Veau. Les résidus d’acide neuraminique 
sont aussi responsables du résultat positif de la réaction de Biai, 
observé avec les gangliosides. Le composant de la phase supé- 
rieure soluble dans l’eau fournit, aprés traitement par le réactif 
de Bial, une matiére colorante qui présente un maximum 
dabsorption 4 570 mu. Tous ces faits suggéerent que les ganglio- 
sides devraient pouvoir remplacer le constituant de la phase supe- 


acide gras acide gras 


sphingosine sphingosine 


hexose hexose 


hexose-acide neuraminique 


(N-acetyl) 
hexosamine 
(N-acetyl) 
CEREBROSIDE GANGLIOSIDE 
Fic. 9. — Cérébroside et ganglioside. 


rieure. La figure 10 démontre qu’il en est bien ainsi. Quand on 
incorpore du calcium dans des complexes gangloside-cérébroside 
qui contiennent des poids égaux des deux composants, le calcium 
les empéche de devenir solubles dans l’eau et ces complexes 
fixent un poids égal de toxine tétanique. 

Le récepteur de la toxine tétanique dans la matiére erise du 
lissu nerveux parait donc étre un complexe de ganglioside et 
de cérébroside ou de sphingomyéline. Ce complexe est insoluble 
dans l’eau, et c’est son existence qui explique qu’il ne soit pas 
possible d’extraire les gangliosides du tissu nerveux par l'eau, 
quoi quwils soient solubles dans V’eau. Il est nécessaire, pour 
obtenir les gangliosides, de rompre préalablement le complexe 
cérébroside-ganglioside par une partition entre solvants non 
muiscibles. 

Puisque le ganglioside contient des moitiés de cérébroside dans 
sa molécule, on doit se demander quelle est la fonction du compo- 
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sant cérébroside du complexe récepteur, d’autant plus que la 
sphingomyéline peut remplacer le cérébroside. L’observation du 
phénoméne Wassermann-Takaki et l’essai du récepteur dépendent 
de la possibilité d’éliminer le complexe récepteur-toxine par la 
filtration ou la centrifugation, car le complexe récepteur-tozine, 
su est injeclé sous forme d’une suspension, est aussi toxique 
que la toxine contenue dans le complexe. La fonction du compo- 
sant cérébroside pourrait done ne pas étre spécifique vis-a-vis de 
la toxine. Le cérébroside permettrait seulement de rendre inso- 
luble le complexe toxine-ganglioside, par luicméme soluble. Un 
tel complexe soluble devrait avoir un poids moléculaire élev4, 
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supérieur a 200 000, et devrait sédimenter rapidement par ultra- 
centrifugation. 

L’expérience suivante a prouvé qu'il en était bien ainsi. Dans 
une série de tubes pour ultracentrifugeur Spinco, modéle L, on 
a placé des solutions contenant du ganghoside (dépourvu de 
résidus d’amino-acides) mélangées respectivement avec de la 
toxine télanique (75 p. 100 pure) et deux autres protéines pour 
comparaison : du lysozyme cristallisé et de la trypsine cristallisée. 
Des tubes témoins contenatent de la toxine, du lysozyme et de la 
trypsine, mais pas de ganglioside. Aprés mélange, les tubes 
étaient centrifugés 4 114 400 g pendant deux heures. On séparait 
alors, pour rechercher la protéine et éventuellement le ganglio- 
side, les moiliés supérieure et inférieure du contenu de chaque 
tube. Les résultats rapportés dans le tabteau VI montrent que 
c'est seulement dans le cas de la toxine que le ganglioside 
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a modifié la vitesse de sédimentation de la protéine. C’est done 
bien le composant ganglioside du complexe récepteur qui fixe la 
toxine. Des expériences analogues ont démontré que, si l’on 
élimine du ganglioside V’acide neuraminique par hydrolyse 
a pH = 8, la substance résiduelle cesse de fixer la toxine, et que 
acide neuraminique seul ne la fixe pas. On ne sait pas encore 


si le résidu hexosamine est essentiel pour la fixation de la toxine. 


Tasreau VI. — Effet du ganglioside sur l’ultracentrifugation de la 
toxine. 


Toxine seule 
Toxine + gatrglioside 


Lysozyme seul 
Lysozyme + ganglioside 


Trypsine seule 
Trypsine + ganglioside 


Les chiffres expriment, en pourcentage, la fraction de ganglioside ou de protéine 
qui migre, apres deux heures de centrifugation 4a 114000 g, de la moilié 
supérieure 4 la moitié inférieure du tube 4 centrifuger. 


La question qui se présentait naturellement ensuite était fa 
suivante : est-ce qu’il survient une modification de la structure 
du ganglioside aprés son union avec la toxine ? Divers résultats 
suggérent que ce n’est pas le cas. Aprés avoir mis en contact 
le ganglioside avec de la toxine 4 haute concentration 4 37°, pea- 
dant seize heures, on a noté qu’aucune substance ne se trouvait 
hbérée du ganglioside, qui sédimentat 4 114 400 g plus lentement 
que le ganghoside, ou qui fat capable de diffuser 4 travers une 
membrane dialysante, ou de donner une réaction positive de Bial. 
De plus, si la toxine était adsorbée sur le complexe ganglioside- 
cérébroside, la suspension étant incubée a 87° pendant seize 
heures, et qu’ensuite Ja toxine était retirée du complexe par de 
Valeali, la capacité du complexe récepteur pour fixer la toxine 
restait inchangée. 


Discussion. 


Depuis la découverte du phénoméne de Wassermann-Takaki, i 
y a soixante ans, on a supposé que la fixation de la toxine téta- 
nique par le tissu nerveux était en rapport direct avec le mode 
d’action de la toxine (Cf. Fildes [8]). Cette hypothése se trouve 
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renforcée par la démonstration actuelle de l’affinité puissante et 
de la spécificité élevée du récepteur pour Ja toxine. Elle trouve 
aussi une confirmation dans le travail de Marcel Raynaud et de 
ses collégues [42, 18, 19, 20] et dans la découverte, rapportée au 
tableau II, que l’anatoxine tétanique est aussi fixée par le récep- 
leur, quoique & un degré bien moindre que la toxine. Pons [47] 
et Fulthorpe [7] ont constaté que le cerveau entier ne fixait pas 
anatoxine, mais ceci ne contredit pas nécessairement les consta- 
tations actuelles, puisque l’activité récepteur du protagon brut 
est quarante fois plus grande que celle du cerveau entier. Le 
groupe de |’Institut Pasteur a démontré que l’injection antérieure 
de doses massives d’anatoxine & des souris ou a des cobayes 
retardait ou empéchait la mort par injection, vingt-quatre heures 
plus tard, d’une dose de toxine qui serait mortelle, a défaut de 
Vinjeclion préalable d’anatoxine. Ce phénoméne semble apparenté 
a la constatation de Wolters et Fischoeders [24] et de Fulthorpe [7], 
que si le tissu du cerveau se trouve d’abord exposé a l’anatoxine 
tétanique, sa capacité d’adsorber la toxine tétanique est diminuée. 
Evidemment, lanatoxine A concentration assez élevée pour 
compenser son affinité relativement faible pour le récepteur, 
entre en concurrence avec la toxine pour les sites récepteurs dans 
le tissu nerveux. ‘Les recherches effectuées 4 Garches démontrent 
que, lorsque cela a leu, et que par conséquent la toxine n’est pas 
fixée, animal ne succombe pas a la toxine. 

La fixation de la toxine est une condition préalable pour que 
se manifeste son action mortelle, mais on ne sait pas encore si le 
ganglioside responsable de cette fixation est la substance sensible 
a la toxine. Elle ne parait pas se trouver changée par la toxine, 
mais cela n’implique pas nécessairement qu’elle ne joue pas un 
réle dans Ja lésion biochimique d’intoxication. Une possibilité 
qu’on pourrait, par exemple, envisager (possibilité difficile 
& essayer, ct, par conséquent, peu attirante) c’est que le ganglio- 
side occupe des sites stratégiques au niveau de la synapse inhibi- 
trice et que la toxine, en se combinant avec lui, bloque ces sites 
et empéche le passage de |’influx inhibiteur. 

D’un autre coté, il se peut que le ganghoside ait la fonction 
plus subsidiaire de transporter la toxine d’un site périphérique 
d’infection A un site central d’action et de la localiser a ce site. Il 
semble clair que la toxine tétanique se transporte de maniére 
centripéte le long des tronce nerveux jusqu’au cordon médullaire, 
mais l’idée que la toxine se déplace dans les axones ne provoque 
pas beaucoup d’enthousiasme. On a fait la suggestion qu'elle est 
mécaniquement propulsée le long de canaux situés parmi les 
fibres nerveuses [25]. La toxine injectée dans les muscles dispa- 
rait rapidement du tissu musculaire et ne peut étre retrouvée ulté- 
rieurement que dans les troncs nerveux. Ceci suggere peut-ctre 
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un mécanisme plus spécifique que celui impliqué dans Vidée que 
la toxine est propulsée mécaniquement le long de canaux situés 
parmi (mais pas dans) les fibres nerveuses, et ]a suggestion d’un 
mécanisme spécifique invite & supposer l’existence d’un récep- 
teur spécifique. Il est vrai que le trone nerveux a trés peu de 
capacilé, en comparaison avec le cerveau, pour fixer la toxine [7] 
et contient trés peu de ganglioside [5]; mais selon Svennerholm [24], 
le ganglioside se trouve presque exclusivement a l’intérieur des 
cellules nerveuses, de leurs dendrites et de leurs axones. Les 
axones constituent seulement une partie peu considérable de la 
masse totale des troncs nerveux, mais ceux-ci peuvent étre assez 
riches en ganglioside pour expliquer l’adsorption de la toxine et, 
de facon ou d’autre, son transport. De plus, si les ganglosides 
ne se trouvent qu’a l’intérieur des cellules nerveuses, ils pour- 
raient avoir pour fonction de concentrer la toxine dans les cellules 
et de la retenir, en l’empéchant de diffuser et de se disperser, ce 
qui expliquerait sa conduite extraordinairement économique. 
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(L.) et Rovyer 


DISCUSSION 


L’ANALYSE IMMUNOCHIMIQUE 
PAR DIFFUSION DANS LES GELS. 
ETUDE CHRONOPHOTOGRAPHIQUE. 
PRESENTATION D’UN FILM 


par P. MANIGAULT. 


(Institut Pasteur, Paris) 


L’intérét que présente l’influence du temps sur des manifesta- 
tions de la réaction antigéne-anticorps au cours de la diffusion 
dans les gels m’a amené a penser qu’il était important d’avoir 
un dispositif expérimental relativement simple qui permettrait 
d’enregistrer une collection d’images en fonction du temps, ce 
qui est trés exactement la définition de la chronophotographie. 
Les réactions qui ont été étudiées sont présentées avec des accé- 
lérations telles que la journée s’écoule en quatre & huit secondes 
sur l’écran. Il est utile alors d’utiliser un dispositif bien connu 
qui consiste a faire apparaitre une petite horloge dans le champ 
de prise de vues, on a ainsi le moyen d’apprécier l’accélération 
dont on bénéficie. La camera est une caméra électrique qui a été 
employée pour copier les microfilms, elle utilise le film 16 mm. 
La taille de image est suffisante pour qu’on puisse éventuelle- 
ment tirer des épreuves sur papier. L’emploi des émulsions 
a contraste élevé facilite la perception des phénoménes. Dans 
les conditions de l’expérience, la camera électrique fonctionne 
avec des impulsions de courant qui lui permettent de faire une 
vue et de s’arréter. Il faut done l’associer & un « timer », A un 
systéme électronique qui lui donne des impulsions de courant 
a des temps déterminés et sur deux circuits, ce qui permet 
d’actionner l'appareil de prise de vues et de commander 1|’allu- 


mage des iampes qui éclairent le sujet un instant avant la prise 
de vues. 
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Les Mémoires de J. Oudin, « L’allotypie », et de A. Bussard, « Les 


réactions enzymes-antienzymes », paraitront ultérieurement dans les 
Annales de l’Institut Pasteur. 


AVIS 


Le XIV° Symposium annuel de Recherches sur le Cancer, consacré 
a « Physiologie cellulaire et néoplasies » se tiendra 4 Houston (Texas), 
les 25, 26 et 27 février 1960. 

Pour tous renseignements s’adresser a: 

Editorial Office, The University of Texas, M.D. Anderson Hospital, 
Texas Medical Center, Houston 25, Texas (U.S. A.). 


LIVRES REGUS 


A. Delaunay. — Journal d’un biologiste. 1 vol., 391 pages. Plon, édit., 
Paris, 1959. 


L’auteur a noté dans ce livre les réflexions ou les événements les 
plus divers que ses journées de travail ou de lecture l’amenaient a faire 
ou & rencontrer. Ses travaux personnels (sur le collagéne, certaines 
agglutinines, etc.) ne sont l’objet que de trés bréves allusions, mais 
il nous entraine dans les domaines les plus variés. Diverses questions 
scientifiques d’actualité (properdine, C-reactive protein, élastine, élas- 
tases, virus orphelins, etc.) sont traitées avec la plus grande simplicité 
et mises ainsi a la portée de tous, la plupart du temps accompagnées 
d’anecdoctes qui en pimentent l’intérét. Ainsi & propos de la réserpine 
nous apprenons que c’est peut-étre 4 ce « relaxant » (adjectif que nous 
devons 4 Ambroise Paré) que Gandhi, machant des racines de Rau- 
wolfia, demandait sa sérénité, et que, si l’on a fondé l’Ordre de Saint- 
Antoine, c’était pour lutter contre le feu de Saint-Antoine, ou Mal 
des Ardents, provoqué par l’ergot de seigle. Sténon n’est pas seule- 
ment remarquable par la découverte du canal qui porte son nom, 
mais plus encore peut-¢tre par sa vie édifiante et par la gloire qui lui 
échut d’étre un des fondateurs de la géologie ; on ne s’attendait pas 
a trouver A Florence le tombeau de ce Danois. L’histoire du D*® Cabanis, 
celle de Gramme qui, avant de découvrir sa fameuse machine et de 
devenir un physicien célébre, était simple ébéniste, ne sont pas moins 
curieuses. On ne cesse d’étre surpris et charmé par la variété des sujets 
abordés, que l’auteur nous conduise A propos d’un voyage au Dane- 
mark, sur la terrasse d’Elseneur, dans la maison de Tycho-Brahé ou 
dans celle de Kierkegaard, ou qu’il nous fasse assister 4 « ]’aube 
tragique de l’anesthésie » ou au premier succés spectaculaire du 1162 F 
4 l’hépital Pasteur, ou encore qu’il nous explique l’origine absolument 
inattendue du nom de Neanderthal, ou évoque le salon et la famille 
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de Cuvier au Muséum. Quant aux nombreux savants, artistes ou écri- 
vains avec lesquels il s’est trouvé en rapport et dont le portrait est 
dessiné, ils vont de Jean Rostand & André Maurois, en passant par 
d’Arsonval, René Dubos, etc. Bien d’autres sujets sont abordés dans 
ce volume, et les réflexions personnelles de l’auteur ne sont pas un 
des moins intéressants. Une curiosité d’esprit aussi vive et aussi variée, 
révélant une culture si étendue, est extrémement attachante et le livre 
se lit d’un bout 4 l’autre, d’une seule haleine, ne laissant, lorsqu’on 
arrive au bout, que le regret de devoir le fermer. 
How: 


Répertoire mondial des écoles de médecine, deuxiéme édition (revue et 
augmentée), 1958, Organisation mondiale de la Santé, Genéve ; 
328 p. Prix: Fr. s. 12,--, £1 ou $4,00. Publié également en 
anglais. (Dépositaire pour la France : Librairie Masson, Paris.) 


Des professeurs de médecine de toutes les parties du monde ont 
participé a la rédaction du Répertoire mondial des écoles de médecine. 
La présente édition, comme la précédente publiée en 1953, énumére 
les établissements d’enseignement médical de plus de 80 pays en 
donnant, pour chacun d’eux, un certain nombre de renseignements 
utiles. Cependant, la portée de louvrage a été considérablement 
élargie puisqu’on y a ajouté, pour chaque pays, un apercu de l’orga- 
nisation générale de l’enseignement et un exposé des principales carac- 
léristiques de la formation médicale des étudiants. En téte de chaque 
chapitre sont rassemblées quelques données statistiques importantes : 
population, nombre d’écoles de médecine et de médecins, divers taux 
par rapport a la population, etc. Une série d’annexes groupent ces 
chiffres par continent et pour |’ensemble du monde. L’ouvrage contient 
aussi une carte indiquant le nombre d’habitants par médecin dans 
le monde. La division de l’enseignement médical en études prémédi- 
cales, études précliniques et cliniques et période d’internat variant 
considérablement d’un pays aA lautre, le Répertoire comprend, en vue 
de faciliter les comparaisons, un tableau montrant pour chaque pays 
la durée attribuée & chacune de ces phases. 

Le Répertoire renseignera le lecteur sur le systeme des études médi- 
cales dans chaque pays, le documentera sur les établissements d’ensei- 
gnement existants et lui permettra de faire lui-méme une analyse de 
la formation médicale dans le monde entier. 

Us 1h 


Bilharziose. Activités internationales : 1948-1958. Organisation mon- 
diale de la Santé, 1959, 61 p. Prix: Fr. s. 1--, 1/9, $ 0,30. Publié 
également en anglais et en espagnol. (Dépositaire pour la France : 
Librairie Masson, Paris.) 


Réimpression d’un mémoire spécial de la chronique de 1’O. M. S. 
exposant les problémes de lutte contre la bilharziose qui se développe 
dans les pays ol on a créé des canaux d’irrigation pour améliorer le 
sort des collectivités agricoles. 


Tee 
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Repertoire mondial des centres de traitement pour maladies vénériennes 
dans les ports. Organisation mondiale de la Santé, Geneve, 1959. 
(Dépositaire pour la France : Librairie Masson, Paris.) 


Comité d’Experts du Paludisme : VIIe Rapport. Organisation mondiale 
de la Santé: Série de Rapports techniques, 1959, n° 162 ; 55 p. 
Prix: Fr. s. 2,--, 3/6 ou $ 0,60. Publié également en anglais et 
en espagnol. (Dépositaire pour la France : Librairie Masson, Paris.) 


Rapport consacré aux techniques d’enquéte et de surveillance 
a appliquer dans les campagnes d’éradication du paludisme, et insis- 
tant particuliérement sur la surveillance épidémiologique. 

by. be 


Comité d’Experts des drogues engendrant la toxicomanie ; IX® Rap- 
port. Organisation mondiale de la Santé: Série de Rapports tech- 
niques, 1959, n° 160, 15 p. Prix : Fr. s. 1,--, 1/9 ou $ 0,30. Publié 
également en anglais et en espagnol. (Dépositaire pour la France : 
Librairie Masson, Paris.) 


Recommandations relatives au contrdle international de la nico- 
morphine, l’oxymorphone, le lévomoramide et le diménoxadol, et de 
préparations contenant de la norméthadone et du butyrate de dioxa- 
phétyle. 

Ibe he 


Comité d’Experts du personnel dentaire. Rapport. Organisation mon- 
diale de la Santé: Série de Rapports techniques, 1959, n° 163, 
SJ Pa otixes it) Stade O Some pe Oo0e (Depositaires pours la 
France : Librairie Masson, Paris.) 


Déclaration des maladies transmissibles. Apercu de législation sanitaire 
comparée. Tirage A part du n° 4 du volume 9 du Recueil inter- 
national de Législation sanitaire, Organisation mondiale de la, 
Santé, Geneve, 53 p. Prix: Fr. s. 2,--, 3/6, $ 0,70. Publié en 
francais et en anglais. (Dépositaire pour Ja France: Librairie 
Masson, Paris.) 


Virus growth and variation. 9% Symposium of the Society for general 
Microbiology. 1 vol., 272 p. Cambridge University Press, 1959. 
Prix : 35 shillings. 


Ce 9° Symposium de la Society for general Microbiology comprend 
Jes rapports suivants : Revue de quelques problémes courants (Luria). 
Croissance du bactériophage (Kellenberger). Multiplication des virus 
des plantes (Harrison). Quelques observations concernant la repro- 
duction des virus animaux contenant de l1’ARN (Schafer). Etude d’infev- 
tions mixtes avec virus NDV, poliomyélitiques et grippaux (Hirst). 
Interférence virale (Isaacs). Variations contrdlées par I’héte chez ies 
virus animaux (Hoskins). Etudes de croissance avec le virus de l’herpés 
(Stocker). Interactions spéciales entre virus et cellule dans le sarcome 
de Rous (Rubin). Etude du virus vaccinal en cellules HeLa (Maitland 
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et Postlethwaite). Apports de la chimie a l’étude de la croissance des 
virus animaux (Cooper). Microscopie en fluorescence : observations de 
la croissance des virus avec les amino-acridines (Anderson, Armstrong 
et Niven). Observations au microscope électronique sur les adénoyvirus 
et les virus du groupe de la grippe (Morgan et Rose). 

be Es 


Ciba Foundation Symposium on Carcinogenesis. Mechanisms of action. 
1 vol. 386 p. J. et A. Churchill, édit., Londres, 1959. Prix: 
48 shillings. 


Comme toutes les monographies de la Fondation Ciba, celle-ci pré- 
sente, dans le style bien connu, un état de nos connaissances sur !a 
carcinogenése. Elle permet A ceux qui ne sont pas spécialisés de 
saisir les éléments essentiels, les résultats, les hypothéses et les projets 
a’étude, et présente donc un intérét différent de la lecture des Actes 
des Congrés Internationaux. 

Les principaux chapitres développés concernent: le réle des virus 
dans la carcinogenése ; le réle des hormones ; la carcinogenése chez 
les rats présentant un diabéte par alloxane ; l’aspect pharmacologique, 
Vaspect immunologique et la perte d’antigénes cellulaires spécifiques, 
en relation avec la carcinogenése ; le mécanisme biochimique de l’appa- 
tition du cancer de la vessie; l’action des radiations ionisantes ; la 
transmission chez la souris de la leucémie par des extraits cellulaires 
filtrés ; le rédle des métaux et des agents de chélation dans la carcino- 
genése. 

La conclusion en a été tirée par Burnet, insistant sur 1] ’intérét 
d’étudier le cancer du point de vue de la dynamique dans les diffé- 
rentes populations de cellules de l’organisme, sur l’importance des 
mutations somatiques et sur la diversité des mécanismes de carcino- 
genése agissant sur les différents clones cellulaires. 

WOE 


D. R. Laurence. — Quantitative methods in human pharmacology and 
therapeutics. 1 vol. 253 p. Pergamon Press, 1959. Prix : 45 shillings. 


Cet ouvrage, rapport d’un Symposium sur l’action des médicaments, 
traite des méthodes quantitatives utilisées en pharmacologie et en 
thérapeutique humaine. Les divers auteurs, chacun dans sa spécialité, 
mentionnent les techniques de mesure des effets des divers médica- 
ments. C’est ainsi qu’on trouve des articles sur la mesure des effets 
des hormones de la thyroide, des analgésiques, des anesthésiques 
locaux, des médicaments du tube digestif, des inhibiteurs de la trans- 
mission neuro-musculaire, etc. Cet ouvrage sera trés utile 4 tous ceux 
qui s’occupent de pharmacodynamie. 
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